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I.  序論 




グリア細胞との密接な連関が強く示唆された Neurovascular Unit の概念が広く受け入れられている
1)。 





すいため、損傷を受けた BCECs の細胞死と、新たな BCECs の細胞増殖の turnover のバランスが
BBB のバリア機能を担う上で非常に重要である 2)。 
脳内におけるアストロサイトの機能は非常に多岐にわたるが、BCECs に対し、glial-derived 
neurotrophic factor（GDNF）、basic fibroblast growth factor（BFGF）などの因子を放出することで
BCECs のタイトジャンクション形成や細胞増殖に影響を与えていることが報告されている 1, 3)。一方で
vascular endothelial growth factor（VEGF）などは、脳虚血時にアストロサイトから BCECs へ異常放出





















































Kir2.x チャネル  
内向き整流性 K+ （Kir）チャネルは、心室筋細胞等の深い静止膜電位と長いプラトー層の形成を
行う古典的内向き整流性 K+チャネル（IK1/Kir2.0 サブファミリー）、受容体依存性 G タンパク質によ
り直接活性化を受ける G タンパク質制御 Kir チャネル（GIRK/Kir3.0 サブファミリー）、SUR（スルホニ
ルウレア）受容体と会合し細胞内 ATP 等によって活性を制御される ATP 感受性 Kir チャネル
（KATP/Kir6.0 サブファミリー）、上皮・グリア細胞などでK+輸送を担うKir サブユニット（ROMK/Kir1.1、
Kir4.0 サブファミリー）の 4 つに大きく分類される 17)（図 1A）。各サブファミリーに共通する構造として
細胞膜を 2 回貫通するセグメント（M1、M2）とポアを形成する H5 領域を持ち、このサブユニットがホ
モあるいはヘテロ 4 量体を形成することで、機能的なチャネル活性を有している（図 1B）。 
 
Kir チャネルは K+の平衡電位よりも過分極側で内向き電流を流し、脱分極側では外向き電流が流
れにくい特徴を示す。この Kir チャネルによる内向き整流性は、細胞内の Mg2+やスペルミンなどの正
電荷をもつポリアミン類が K+が外向きに流れるのを邪魔することから起きる。これらのポリアミン類との
結合は Kir チャネルの細胞内 C 末に存在する陰性電荷（Asp、Glu）が担っており、この陰性電荷の
数によって内向き整流性が規定される。つまり、Kir の電流を測定することにより、どのサブタイプが




BCECs、ヒト BCECs 株において Kir2 ファミリーの機能的発現が報告されていることから、Kir2 チャネ
ルが BCECs における静止膜電位の形成に寄与している可能性が示唆される 21-23)。そして、BCECs
における Kir2 チャネルの中で、Kir2.1 がドミナントに発現していることが既に報告されている 21)。




10％未満になる 27)。Orai2, Orai3 も Orai1 と同様に SOC チャネルとして機能するが、異なる Ca2+選択
性や一価イオンの透過性を有することなどが報告されている 28)。また、Ca2+を流入させる力（コンダク
タンス）は、Orai2 及び Orai3 よりも Orai1 の方が高い 29)。Orai は 4 回膜貫通構造をとり、N 末端、C
末端は共に細胞質内に存在する。STIM との結合領域をそれぞれ N 末端、C 末端に持ち、4 量体も
しくは 6 量体を形成することで活性化する 30, 31) 。Orai1 は遺伝性重症複合免疫疾患（SCID）の患者
から、SOC チャネルを担う分子として同定された 32)。Orai1 は T 細胞や B 細胞などの免疫系細胞の
他、平滑筋、心筋、骨格筋においても発現が多数報告されている 33)。 
STIM は、小胞体膜上に存在する一回膜貫通型の分子であり、小胞体内 Ca2+濃度の低下を感知
するセンサーとして機能し、SOC チャネルを構成する因子として機能している 26)。STIM は、STIM1, 
STIM2 の 2 つのサブタイプが存在する。SOC チャネルを構成する STIM は、主に STIM1 である。
STIM2 は、STIM1 と比較し、小胞体内 Ca2+濃度変化に対する感受性が高く、より微小な Ca2+濃度変




当研究室ではこれまでに BCECs において SOCE を担う Ca2+透過性チャネルが Orai1 であること
を明らかにした。一方で、BCECs における SOCE は細胞周期依存的に変動し、その変動に Orai2 の
発現が関わっていることを明らかにしてきた 35)。 
 
図 3. ストア作動性 Ca2+チャネル（SOC チャネル）による SOCE 誘発機構 
STIM は小胞体内の Ca2+濃度低下を感知すると凝集し、多量体を形成する。その後、細胞膜上の Orai










化ストレス刺激は、BCECs のバリア機能に重要なタイトジャンクションタンパク質 ZO-1 や Occludin の
機能低下、BCECs のアポトーシスによって、BBB の破綻に寄与していることが報告されている 13)。酸
化ストレスによる BBB の破綻は、脳内への有害物質の侵入を許し、最終的には神経細胞死を引き

















離ウシ脳微小血管内皮細胞に対して T 抗原（simian virus 40 large tumor, SV 40 large T）遺伝子を発
現する pSV3-neo を遺伝子導入し、G418 耐性細胞をサブクローニングすることにより作製した。t-
BBEC117 細胞は左表に示したような 6 つの脳微小血管内皮細胞の特徴を有しており（図 6）、脳微
小血管内皮細胞のモデル細胞として有用である。図 6 で示された特徴以外にもバリア機能に重要な
タイトジャンクションタンパク質である occludin や ZO-1 のタンパク質発現が見られる。また、BCECs の
バリア機能を評価する指標として経上皮電気抵抗（TEER）がある。抗生剤（PS）と 10%FBS を添加し
た DMEM 培地で培養した t-BBEC117 細胞における TEER の値は、20~30 cm2 である（未発表デ
ータ）。この値は、同様の条件下の BCECs 株の TEER の値（25~30 cm2）の値と同程度である 39, 40)。 
 
図 6. t-BBEC117 細胞の特徴 
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II.  実験方法 
1.  細胞標本の調製 
名古屋市立大学 大学院医学研究科 分子神経生物学分野の浅井教授らによって作製されたウ
シ脳微小血管内皮細胞（t-BBEC117）は 38)、100 U/ml penicillin（Wako）、10 mg/ml streptomycin
（Meiji Seika Kaisha）,及び 10% FBS（Sigma）添加 DMEM 培地（Wako）で培養した。実験に用いる際
には使用する 1~2 日前にガラス片に蒔いた。また、HEK293 細胞及び Lenti-X293T 細胞はタカラバ
イオから購入し、同様の条件で培養した。細胞への低酸素ストレス負荷は低酸素培養キット
BIONIX-1（Sugiyamagen）を用いて酸素濃度 4~5%で、72 時間培養することで与えた。細胞への酸
化ストレス負荷は主に 30 M 過酸化水素（H2O2, Wako）を培地に添加し、24 時間あるいは 48 時間
培養することで与えた。 
 
2.  RNA 抽出及びリアルタイム PCR 法 
t-BBEC117 細胞をシャーレ培養し、サブコンフレントに達した後、RNA iso Plus （Takara）を用いて、
AGPC（Acid Guanidium Thiocyanate-Phenol Chloroform）法により総 RNA を細胞から抽出し、OD260
値から total RNA 濃度を計算した。0.5 g の total RNA を用いて SUPERSCRIPT Ⅱ/RNase（-）逆転
写酵素（Invitrogen, USA）と Oligo dT（Invitrogen）、または Rever Tra Ace （TOYOBO）により cDNA
を合成し、リアルタイム PCR を行った。リアルタイム PCR は PCR 検出定量システム ABI7000 
（Applied Biosystems）または Lightcycler96（Roche）を用いて行った。TB Green® Premix Ex Taq 
（TaKaRa） を用いたサイバーグリーンアッセイ法よりサイクル毎の蛍光を測定し、その蛍光強度から、
あらかじめ作成した検量線を元にして、GAPDH mRNA 発現量を内在性標準物質として相対的な対
象イオンチャネル mRNA の発現量を GAPDH に対する比として算出し、その値もしくは通常酸素群
に対する低酸素ストレス群もしくは酸化ストレス群の発現比を示した。 
基本プログラムは以下の通りである。1）前反応（94℃, 10 分間）、2）熱変性反応（94℃, 30 秒間）、

















bGAPDH （NM_001034034, 138-249, 101 bp） bTRPC3 （AB179743, 403-523, 121 bp） 
(+) 5’-TTCTGGCAAAGTGGACATCGT-3’ (+) 5’-ACCCAGGGAGTACATTTTGCA-3’ 
(-) 5’-CTTGACTGTGCCGTTGAACTTG-3’ (-) 5’-CCTGAAGGAAAGCCAGGAATC-3’ 
bCHOP （NM_001078163, 83-397, 315 bp） bTRPC5 （XM_599990, 532-632, 101 bp） 
(+) 5’-TGCTGTCCTCAGATGAAAATCG-3’ (+) 5’-TGTGTGGAGTGTGTGTCCAGTTC-3’ 
(-) 5’-GCTGTGCCACTTTCCTTTCATT-3’ (-) 5’-AAGGCGATGAGTGAGGGACTT-3’ 
bKir2.1 （NM_174373, 1181-1281, 101 bp） bTRPA1 （XM_015474483, 2242-2354, 113bp） 
(+) 5’-CATATTTCTGGTGTCTCCCATCAC-3’ (+) 5’-TGGTTGGCTTATGGGTTTAGAG -3’ 
(-) 5’-TCTCAAAGTCTGCGTTGTCGAT-3’ (-) 5’-GAGTTGAAAGCCATACCTGGTC -3’ 
bOrai1 （NM_001099002, 1037-1187, 151 bp） bTRPM2 （XM_015462179, 845-945, 101 bp） 
(+) 5’-ACAGACCGACAGTTCCAGGAA-3’ (+) 5’-GCAACCACTCCCATTTCATTC-3’ 
(-) 5’-GCGTAAGGCCAAAGCTCTGA-3’ (-) 5’-CTGCTGCGATATGAACTTCTCC-3’ 
bOrai2 （NM_001191348, 1489-1594, 106 bp） bTRPM7 （NM_001206166, 191-291, 101 bp） 
(+) 5’-GACGGTTCGAGACCAAAGTTCT-3’ (+) 5’-CCTGTGGTGGCACTTATATTTGAG-3’ 
(-) 5’-TTAGCCATCAGTCTCCCCTTTAAC-3’ (-) 5’-CCTTCACATACGACAACTGGAACA-3’ 
bOrai3 （NM_001193202, 457-592, 106 bp） bDynamin2 (NM_001099369, 492-631, 140 bp) 
(+) 5’-GCTGGAGAGCAAACATGAATACC-3’ (+) 5’-AGTTCATCAGCCGGGAAAG-3’ 
(-) 5’-GTTGCTAACGGCTTCAATGTGA-3’ (-) 5’-GTCCATCAGGTCGAGTTTGG-3 
bSTIM1 （NM_001035409, 895-1038, 144 bp） bHIF-1 (NM_174339, 2098-2193, 96 bp) 
(+) 5’-CTGGTGGTGTCTATCGTTATTGGT-3’ (+) 5’-CCTCCTATAGCCACCGTCACT-3’ 
(-) 5’-TTCCTGAAGGTCATGCAGACTCT-3’ (-) 5’-GTGGCACAAGGAGGTTCTTTAG-3 
bSTIM2 （XM_002688161, 2236-2375, 140 bp） bHIF-2 （NM_174725, 629-724, 96 bp） 
(+) 5’-CCTCCTTCAAGCCTTGAGATATACC-3’ (+) 5’-TGGGACTCACACAGGTAGAGTTAA -
3’ 
(-) 5’-AGACCCATGCAATCAGGAGAAC-3’ (-) 5’-CTTCCCAAAACCAGAGCCATT -3’ 
bTRPC1 （NM_174476, 1649-1770, 122 bp）   
(+) 5’-TTGTTTTCTTTCACAATTGGG-3’   
(-) 5’-ATGAACGAATGGAAGGTGT-3’   
表 1. 本研究で使用したプライマー配列 
Clone name (GeneBank Accession No., Primer site, Product length) 
(+) Sense primer sequence 
(-) Antisense primer sequence 
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3.  タンパク抽出及びウェスタンブロッティング法 
2 種類の方法でタンパク質を抽出した。Buffer 組成は「18．溶液」に示した。 
①全細胞分画抽出法 
回収した細胞を遠心後、上清を吸い取り、protease inhibitor（Sigma）の入った 1 ml lysis buffer
（Thermo Scientific）又は RIPA buffer（Cell Signaling Technology）で懸濁し、１時間氷上で静置した。
懸濁液をホモジナイズ処理後、15000 rpm 4℃ 15 分間の遠心により残骸を除き、全細胞タンパク質
溶液を取得した。 
②細胞膜分画（ミクロソーム分画）抽出法 
回収した細胞を遠心後、上清を吸い取り protease inhibitor の入った 1 ml homogenize buffer で懸
濁し、懸濁液をホモジナイズ処理後、15000 rpm 4℃ 5 分間遠心し、上清を吸い取り、その溶液を
15000 rpm 4℃ 90 分間遠心を行い、沈殿物を 2×sample buffer で懸濁することで、細胞膜分画を抽
出した。抽出後タンパク質溶液をタンパク定量キット（Bio-Rad）によりタンパク質含量を測定した。タン
パク質試料（30~50 μg/lane）を 7.5% もしくは 12% SDS-PAGE により分画化し、ニトロセルロース膜に
転写した。ニトロセルロース膜は TBS/0.1% Tween20（Tween-TBS）に 5% BSA もしくはスキムミルクを
加えた溶液でブロッキング（室温 30 分間 もしくは 4℃ 12 時間）した後、それぞれ特異的な一次抗
体を加えた Tween-TBS に浸して 4℃で 12 時間インキュベートした。それぞれのニトロセルロース膜
を Tween-TBS で 10 分間の洗浄を 3 回繰り返した後、各一次抗体に対応した二次抗体溶液に浸し
4℃で 1 時間インキュベートした。その後、さらに Tween-TBS で 10 分間の洗浄を 3 回繰り返した後、




抗-actin 抗体（A1978, Sigma-Aldrich） ; 1:5000 
抗 Orai1 抗体（ACC-060, Alomone Lab） ; 1:200 
抗 Orai2 抗体（ACC-061, Alomone Lab） ; 1:200 
抗 STIM1 抗体（ACC-063, Alomone Lab） ; 1:1000 
抗 Kir2.1 抗体（APC-026, Alomone Lab） ; 1:50 
抗 Dynamin2 抗体（C-18, Santa Cruz） ; 1:200 
抗 HIF-1抗体（GTX127309, Genetex）; 1:250 
二次抗体として下記のものを用いた。 
抗ウサギ IgG-HRP 標識抗体 （GE Healthcare）; 1:2000 
抗ヒツジ IgG-HRP 標識抗体 （GE Healthcare）; 1:2000 





Thermo Scientific より購入した Pierce Co-immunoprecipitation Kit （#26149）を用いた。Protease 
inhibitor を添加した Lysis buffer を用いて、Kir2.1-GFP 及び dynamin2 遺伝子を強制発現させた
HEK 細胞を溶解し、ホモジネートを 15000 rpm 4℃ 10 分間遠心し上清を得た。この上清を control 
resin で 30 分間洗浄した後、15 g の抗 GFP 抗体（mFX75, Wako）を結合させ、Amino Link Plus 
Coupling Resin に 4℃ で 12 時間攪拌させた。Lysis buffer で洗浄後、Elution buffer によって溶出
したタンパク質を 7.5% SDS-PAGE で分画し、ニトロセルロース膜に転写した。その後、TBS/0.1% 
Tween20（Tween-TBS）に 5% BSA を加えた溶液でブロッキング（室温 30 分間）した後、一次抗体
（dynamin2）を加えた Tween-TBS に浸して 4℃で 24 時間インキュベートした。その後、二次抗体で
4℃ 1 時間インキュベートした。その後、さらに Tween-TBS で 10 分間の洗浄を 3 回繰り返した後、
ECL 検出システム（GE Healthcare UK Ltd.）、Image Reader （Las-3000, FUJIFILM）を用いて可視化
した。 
 












6.  膜電位感受性色素 DiBAC4(3)を用いた膜電位測定法 
オキソノール系膜電位感受性色素 DiBAC4(3)は細胞膜が脱分極すると蛍光強度が増加し、膜が
過分極すると蛍光強度が減少する色素であることが知られている 41)。-20~-70 mV の範囲においては
1%の蛍光強度の減少は 0.5 mV の過分極に相当する。チャンバーに細胞を蒔いたガラス片を固定
し、100 nM DiBAC4(3)（DOJINDO）を約 30 分間室温で負荷し、その後灌流しながら細胞に約 30 分
間負荷した。画像測定・解析装置として、高速 CCD カメラ蛍光画像解析システム ARGUS/HiSCA
（Hamamatsu Photonics）を用いた。DiBAC4(3)は 488 nm の波長で励起させ、520 nm 以上の蛍光波




への算出は、DiBAC4(3)負荷 t-BBEC117 細胞に対し、「5.  電気生理学的実験」の手法を用いて行
った。ホールセル状態の t-BBEC117 細胞に対し、各細胞膜電位に固定した状態における蛍光強度
を測定し、蛍光強度と細胞膜電位のシグモイドグラフから、以下の Boltzman の式を算出した。 
Y＝蛍光強度 （ratio(F/F140K)）  x=細胞膜電位 （mV） 
x=ln{(0.19552-Y)/(Y-1.53066)}×22.84838-7.56204 
 
7.  [Ca2+]i 測定法 
[Ca2+]i 変化の測定には高速 CCD カメラ蛍光画像解析システム ARGUS/HiSCA（Hamamatsu 
Photonics）を用い、 [Ca2+]i 変化を画像解析した。本実験では Ca2+蛍光指示薬として fura-2 
acetoxymethyl ester （fura-2 AM, Invitrogen） を使用した。測定用チャンバーに細胞を付着させたガ
ラス片を固定し、10 μM fura-2 AM を添加し、約 30 分間室温で放置して細胞に負荷した。その後、
Standard HEPES 緩衝溶液で過剰の fura-2 AM を洗浄した後、測定を開始した。一度の測定によりガ
ラス片上の存在する約 10 細胞に対し、細胞内 Ca2+濃度変化を計測した。測定条件は細胞内の色素
をキセノンランプにより励起波長 340 nm 及び 380 nm の光で励起させ、放出された 520 nm 以上の
各々の蛍光を高感度カメラで取得し（それぞれ F340 及び F380）、その蛍光強度比（F340/F380）を 1 枚の
画像として取得した。 
また、得られた蛍光強度比（F340/F380）を[Ca2+]i のキャリブレーションを行うことにより[Ca2+]i へ換算し
た。Ca2+イオノフォアである 10 μM イオノマイシンを含む Ca2+ free HEPES 緩衝溶液を灌流した時の
蛍光強度比（F340/F380, Rmin）と 380 nm で励起した際の蛍光強度（Ff）を得た。次に 10 μM イオノマイ
シンを含む Standard HEPES 緩衝溶液を灌流させた時の蛍光強度比（F340/F380, Rmax）と 380 nm で励
起した際の蛍光強度（Fb）を得た。Fura-2 の Ca2+錯体解離定数（Kd）は 224 nmol/l とした。得られた
値を以下の式に導入し、[Ca2+]i に換算した。 [Ca2+]i = Kd × （R - Rmin） / （Rmax – R） × （Ff / Fb） 
 
8.  プラスミドコンストラクト作製と遺伝子導入 
｢2.  RNA 抽出及びリアルタイム PCR｣に従い t-BBEC117 細胞由来 cDNA を合成した。PCR 産
物をアガロース電気泳動により分画し、目的産物のバンドから DNA を精製した。精製した DNA 断
片を制限酵素処理し、pcDNA3.1（+）/neo へサブクローニングした後、コンピテント細胞に形質導入し
た。得られたポジティブクローンからプラスミド DNA を精製し、DNA 配列を Big Dye terminator v3 kit
（Applied Biosystems）、シークエンサー（ABI PRIZM 3100 genetic analyzer）を用いて配列を確認し
た。上記の方法によりウシの dynamin2 遺伝子（NM_001099369）、Kir2.1（NM_174373）、STIM-Orai 
activating region（SOAR；NM_001035409）をクローニングした。Kir2.1 遺伝子は、C 末端に GFP 遺





9. レンチウイルスベクターを用いた shRNA による遺伝子発現抑制 
RNA 干渉（RNA interference; RNAi）は、二本鎖 RNA と相補的な塩基配列を持つ mRNA が分解
される現象を指す。本研究では、short hairpin RNA （shRNA, 表 2）を導入したレンチウイルスを、t-
BBEC117 細胞に感染させ、細胞内で shRNA から siRNA へと切断させることで任意の遺伝子発現
を抑制する RNAi 法を行った。shRNA を発現させる pENTR4-U6 ベクターに導入した後、Gateway
法により、CS-RfA-CG ベクターに組み替えた。その他に、レンチウイルス産生ベクターとして、pCAG-
HIVgp ベクター、pCMV-VSVG-RSV-Rev ベクターの計 3 ベクターを Lenti-X293T 細胞に PEI 法を
用い遺伝子導入した。遺伝子導入後ウイルスが産生された DMEM 培地を回収し、t-BBEC117 細胞






「9. レンチウイルスベクターを用いた shRNA による遺伝子発現抑制」と同様に、レンチウイルス産
生ベクターとして、pCAG-HIVgp ベクター、pCMV-VSVG-RSV-Rev ベクターを用いた。遺伝子過剰
発現ベクターとして、bovine SOAR（NM_001035409）-GFP 遺伝子を挿入した CSⅡ-CMV-MCS ベク
ターを用いた。これらのベクターを Lenti-X293T 細胞に PEI 法を用い遺伝子導入した。遺伝子導入
後ウイルスが産生された DMEM 培地を回収し、t-BBEC117 細胞の培地に添加させることで、感染を
行った。感染後 6~8 日後に実験を行った。 
 
11.  siRNA による遺伝子発現抑制 
RNAi 法とは、RNA 干渉を利用して人工的に二本鎖 RNA（siRNA）を細胞内へ導入することによ
り、任意の遺伝子発現を抑制する手法である。siRNA の導入には、Lipofectamine RNAiMAX 
reagent （Invitrogen）により行った。siRNA 導入後、48 時間から 72 時間に実験を行った。本研究で





b shHIF-1_1  b shHIF-1_2  
(+) 5’-ATTCCTCATCCATCAAATATT-3’ (+) 5’-CTAACAGTCCCAGTGAATCTT-3’ 
(-) 5’-AATATTTGATGGATGAGGAAT-3’ (-) 5’-AATATTCACTGGGACTGTTAG-3’ 
siOrai1 NM_00109902, 975-999 
(+) 5’-CCUUCGGCCUGAUCUUUCUCGUCUU-3’ 
(-) 5’-AAGACGAUAAAGAUCAGGCCGAAGG-3’ 
表 2. 本研究で使用した shHIF-1のオリゴ DNA 配列 
Clone name (GeneBank Accession No., Primer site, Product length) 
(+) Sense primer sequence 






PBS 溶液を室温で約 1 時間静置し、再び PBS（-）で数回洗浄した。マウス由来抗 Mab1 モノクローナ
ル抗体（Hypoxyprobe TM-1, Burlington）, ウサギ由来抗 Kir2.1 ポリクローナル抗体（APC-026, 
Alomone Lab; 1:50）, ヒツジ由来抗 dynamin2 ポリクローナル抗体（C-18, Santa Cruz ; 1:50）を希釈し、 
2% NGS 含有 PBS 溶液を 4℃で約 12 時間遮光条件で適用した。その後、PBS により洗浄し、Alexa 




13. BiFC （bimolecular fluorescence complementation）法 
 分断された二つの蛍光タンパク質フラグメントが再構築した時に生じる蛍光を検出することで、生細
胞中の 2 つのタンパク質間での分子間相互作用を生細胞中で可視化できる方法である 42)。二つの
分断された蛍光タンパク質 Venus は、N 末端側：VN173、C 末端側 VC155 で構成されており、それ

















図 7. BiFC 法の概要図 




14. MTT 法 
テトラゾリウム塩である MTT（3-(4,5-dimethylthazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium）（Sigma）の蛍光
により測定する MTT 法は細胞内酵素活性を指標としているためほとんどの細胞に適用でき、比較的
安定な結果が得られるため、簡易な細胞増殖試験法として広く用いられている。MTT は 5 mg/ml の
濃度になるように PBS（-）溶液に溶解した。細胞溶解用溶液として 20% SDS/50% DMF 溶液を用い
た。t-BBEC117 細胞を 2×103 cells/well になるように 96 well プレートに蒔き、37°C, 5% CO2 でインキ
ュベートした。細胞接着後（約 12 時間後）に薬物を培地に懸濁した薬物溶液に置換した。その時間
を 0 時間とし、酸素濃度 4～5%で 72 時間培養後に測定を行った。測定は各時間経過したプレート
に 10 μl/well の MTT 溶液を加え、4 時間後に 20% SDS/50% DMF 溶液を 100 μl/well 加え細胞を
溶解し、ホルマザン塩を溶解させた。さらに 6 時間後にマルチスキャン JX（Ver1.1; Thermo 
Labsystems）を用いて測定波長: 595 nm、参照波長: 650 nm において吸光度を測定し、生細胞数の
間接的な指標とした。 
 
15. Operetta を用いた細胞数測定 
t-BBEC117 細胞を 2×103 cells/well になるように 96 well プレートに蒔き、37°C, 5% CO2 で 24 時間
あるいは 48 時間インキュベートした。その後、Standard HEPES 緩衝溶液に核染色試薬である 10 
g/ml Hoechst 33342 を添加した溶液で t-BBEC117 細胞の核を染色した。ウェル内に存在する t-
BBEC117 細胞の核の数をハイコンテンツセルアナライザーシステム Operetta（Perkin Elmer Life 
Sciences）により自動計測し、0 時間に対する細胞数（relative cell number）を評価した。 
 
16. 細胞内 ROS 測定 
t-BBEC117 細胞を 2×103 cells/well になるように 96 well プレートに蒔き、37°C, 5% CO2 で 24 時
間インキュベートした。その後、DMEM 培地に Cell ROX Oxidative Stress Green Reagents（1:500, 
Invitrogen/Molecular Probes）を添加した溶液へ置換し、37°C, 5% CO2で30分間インキュベートした。






Dynasore: Santa Cruz 








①Standard HEPES（2.2 mM Ca2+ HEPES）緩衝溶液 
137 NaCl, 5.9 KCl, 2.2 CaCl2, 1.2 MgCl2, 14 glucose, 10 HEPES （pH 7.4 with 10 N NaOH） 
②Ca2+-free HEPES（0 mM Ca2+ HEPES）緩衝溶液 
137 NaCl, 5.9 KCl, 1.2 MgCl2, 1 EGTA, 14 glucose, 10 HEPES （pH 7.4 with 10 N NaOH） 
③140 mM K+ HEPES 緩衝溶液 
5.9 NaCl, 140 KCl, 2.2 CaCl2, 1.2 MgCl2, 14 glucose, 10 HEPES （pH 7.4 with 10 N NaOH） 
⑵ 細胞内液（mM） 
内向き整流性電流測定用内液（DiBAC4(3)キャリブレーション用内液） 
140 KCl, 4 MgCl2, 5 Na2ATP, 0.05 EGTA, 10 HEPES （adjusted to pH 7.2 with KOH） 
   
⑶ タンパク質可溶化 buffer 
①Lysis buffer（mM） 
25 Tris-HCl pH 7.4, 150 NaCl, 1% NP-40, 1 EDTA, 5% Glycerol 
②RIPA buffer （mM） 
20 Tris-HCl pH 7.5, 150 NaCl, 1% NP-40, 1 EDTA, 1 EGTA, 1% sodium deoxycholate, 2.5 sodium 
pyrophosphate, 1 -glycerophosphate, 1 Na3VO4, 1 μg/ml leupeptin 
③Homogenize buffer（mM） 
4 HEPES, 320 Sucrose （pH 7.0 with 10 N NaOH） 
④2×sample buffer（mM） 
120 Tris-HCl pH 6.8, 30% Glycerol, 4% SDS, 0.002% BPB 
 
19. 統計処理 
実験結果は全て平均値±標準誤差として表示した。2 群間の平均値の差の検定には Student’s t-
test を用いた。また、多重比較には Tukey’s の多重比較法を用いた。図中の＊、＊＊（または#、##）はそ









A 低酸素培養条件下の BCECs において、K+チャネルが[Ca2+]i 動態及び細胞増殖に与える影響 6 
 7 
A‐ 1.  t-BBEC117 細胞における低酸素ストレス負荷 8 
健常時、脳微小血管における酸素濃度は約 8%（58 mmHg）とされており 44)、外気の酸素濃度9 
20~21％に対して、低酸素チャンバーで飼育する低酸素モデルマウスの酸素濃度は約半分の 10%10 
であることが多い。そのため、本実験では、低酸素培養キット BIONIX-1 を用い、8%の約半分である11 
酸素濃度 4~5%で 72 時間の中・長期的な低酸素培養を行った。 12 
 最初に、t-BBEC117 細胞に対し上記の低酸素条件で、正常に低酸素誘導されていることを低酸素13 
マーカーの 1 つであるピモニダゾール染色を用いて検討した。通常酸素群に比べ、低酸素群におい14 
てピモニダゾールの蛍光強度は有意に増大し、低酸素培養によるストレスが負荷されていると考えら15 
れた（normoxia 7.4±0.6, n=52, hypoxia 15.4±1.0, n=54, ****p<0.0001, 図 8A, B）。また当研究室に16 
おいてこれまでに、ツニカマイシン誘発性小胞体ストレス負荷により、t-BBEC117 細胞における17 
Kir2.1 の発現及び活性が上昇することを報告してきた 25)。低酸素ストレスは小胞体ストレスの一部の18 
経路を活性化させることが報告されているため 45)、今回の低酸素培養条件が、小胞体ストレスを引き19 
起こすかを検討した。低酸素培養における小胞体ストレスマーカーである C/EBP homologous protein 20 
（CHOP）の mRNA 発現変化を検討したところ、有意な差は見られなかった（normoxia 1.0±0.2, n=5, 21 
hypoxia 1.2±0.2, n=7, p>0.05, 図 8C）。本実験で行った低酸素培養は、小胞体ストレスを引き起こさ22 
ないことが明らかとなった。 23 
 24 
図 8. t-BBEC117 細胞における低酸素培養条件と小胞体ストレスの関連 
(A) Hypoxyprobe TM-1 Kit を用いて低酸素培養が正常に行われているかを検討した。t-BBEC117 細胞
を通常酸素下及び低酸素下で 72 時間培養し、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
(B) Hypoxyprobe の蛍光強度を通常酸素群及び低酸素群で比較し、少なくとも 5 つの無作為な蛍光画
像に写った細胞の mean intensity を算出した。 (C) 低酸素下で培養した t-BBEC117 細胞における小胞体




A‐ 2.  低酸素培養下の t-BBEC117 細胞におけるストア作動性 Ca2+流入の変化 1 
BCECs のような非興奮性細胞では、電位依存性 Ca2+チャネルは殆ど機能発現しておらず、一方2 
で電位非依存性の非選択的陽イオンチャネルや Ca2+透過性チャネルは豊富に存在しており、細胞3 
内への主要な Ca2+供給経路を担っている。そこで、低酸素培養時における t-BBEC117 細胞の主要4 





を最小限にしつつ、急性的な低酸素による影響も検討できる。実験開始前に、測定溶液に 2 時間窒10 
素バブリング処理を行い、実験中もリザーバーに窒素バブリングを施した。 11 
通常酸素群（normoxia）、通常酸素+高濃度窒素バブリング群（normoxia+N2）、低酸素＋高濃度12 
窒素バブリング群（hypoxia+N2）の三群において SOCE 変化の比較を行った（図 9A）。SOCE による13 
細胞内 Ca2+濃度変化の測定は、Ca2+蛍光指示薬 fura-2 AM 体を用いて行った。0 mM Ca2+ を含む14 
HEPES 緩衝溶液に小胞体 Ca2+-ATPase 阻害薬である 1 µM タプシガルギン（TG）を添加し、小胞体15 
内の Ca2+ストアを完全に枯渇させた後、細胞外から 2.2 mM Ca2+を含む HEPES 緩衝溶液を灌流さ16 
せることで、SOCE を誘発させ、3 群における SOCE の peak 相及び plateau 相を比較した（図 9A）。17 
その結果、Hypoxia+N2群は、他の 2 群と比較し、peak 相及び plateau 相において有意な細胞内 Ca2+18 
濃度上昇が認められた（Peak: normoxia 353± 31 nM, n=49, normoxia+N2 321± 32 nM, n=50, 19 
hypoxia+N2 562± 37 nM, n=54, **p<0.01 vs. normoxia, ##p<0.01 vs. normoxia+N2; Plateau: normoxia 20 
111± 7.5 nM, normoxia+N2 115± 7.7 nM, hypoxia+N2 201± 16 nM, **p<0.01 vs. normoxia, ##p<0.01 21 
vs. normoxia+N2, 図 9B, C）。以上の結果から、低酸素培養によって、t-BBEC117 細胞における22 
SOCE が亢進することが明らかとなった。 23 
図 9. 低酸素培養による t-BBEC117 細胞の SOCE 変化 
(A) t-BBEC117 細胞での SOCE による[Ca2+]i 上昇を三群（normoxia, normoxia+N2 and hypoxia+N2）で測
定した。小胞体 Ca2+ストアは、小胞体 Ca2+-ATPase 阻害薬である 1 µM TG によって枯渇させた。その後、0 
mM Ca2+ を含む HEPES 緩衝溶液から 2.2 mM Ca2+を含む HEPES 緩衝溶液へと溶液を変換することで、
SOCE を誘発させた。(B and C) 各群における SOCE の Peak 相（B）及び Plateau 相（C）に対し、統計解析を




A‐ 3.  低酸素培養による Ca2+透過性チャネル発現変化 1 
当研究室はこれまでに、t-BBEC117 細胞における SOCE を担う Ca2+透過性チャネルとして Orai12 
を同定してきた。また、Orai2 が t-BBEC117 細胞において細胞周期依存的にその発現を変動させ、3 
Orai1 の抑制因子としての機能を担うことを報告してきた 35)。そこで、低酸素培養下 t-BBEC117 細胞4 
における Orai1 及び Orai2 の mRNA、タンパク質発現変化の解析を行った。タンパク質発現解析は、5 
Orai が Ca2+透過性チャネルとして機能する細胞膜分画を用いて行った。その結果 Orai1 及び Orai26 
は、低酸素培養によって mRNA 発現を変化させないことが明らかとなった（ratio to normoxia; Orai1 7 
normoxia 1.0±0.04, n=5, hypoxia: 0.95±0.04, n=7, Orai2 normoxia 1.0±0.13, n=5, hypoxia: 0.83±0.1, 8 
n=7, p>0.05, 図 10A）。また、タンパク質発現も変化させなかった（ratio to normoxia; Orai1 1.1±0.2, 9 
n=5, Orai2 1.2±0.3, n=3, p>0.05, 図 10B）。さらに、t-BBEC117 細胞において SOCE を引き起こす10 
SOC チャネルの活性化に必要な因子である STIM（STIM1, STIM2）、そして、t-BBEC117 細胞にお11 
いて mRNA 発現が報告され、他の細胞種において SOCE との関連が報告されている TRPC1、12 
TRPC3、TRPC5 に対し低酸素培養による mRNA 発現変化の検討を行った。また、他の細胞種にお13 
いて低酸素刺激によりその発現変化が報告されている TRPM2、TRPM7、TRPA1 の mRNA 発現変14 
化においても検討を行った。その結果、どの因子の mRNA 発現も変化しなかった（Data not shown, 15 
図 10C）。 16 
 17 
図 10. 低酸素培養下 t-BBEC117 細胞におけるストア作動性 Ca2+チャネルの発現変化 
(A) リアルタイム PCR を用い、Orai1/Orai2 の mRNA 発現を解析し、通常酸素群に対する低酸素群の発
現比を算出した。 (B) 細胞膜分画（30 μg/lane）のタンパク質を SDS-PAGE により分離した。 低酸素培養
時の Orai1/Orai2 の発現量を-actin 発現量で規格化し、通常酸素群の規格化した値に対する発現比を算




A‐ 4.  低酸素ストレス負荷による t-BBEC117 細胞の細胞膜電位変化  1 
低酸素培養時、t-BBEC117 細胞における SOCE が増加している、Ca2+流入チャネルである Orai12 
のタンパク質発現に変化はないという結果から、細胞膜電位を深くし、また、間接的に細胞内への3 
Ca2+流入を促進する K+チャネルの存在が推測された。BCECs のような非興奮性細胞において静止4 
膜電位は、[Ca2+]i 動態において非常に重要な因子であり、静止膜電位が深くなる、つまり細胞膜が5 
過分極すると細胞外からの Ca2+流入における電気化学的駆動力を増大させ、[Ca2+]i が上昇すること6 
が知られている 46)。そこで、低酸素培養によって t-BBEC117 細胞における静止膜電位変化の検討7 
を行った。膜電位の測定は、膜電位感受性色素 DiBAC4(3)を用いた。DiBAC4(3)は細胞膜が過分8 
極すると、蛍光強度が減少し、膜が脱分極すると蛍光強度が増加する色素である。最初に、ホール9 
セルパッチクランプ法を用い t-BBEC117 細胞を各細胞膜電位に固定した際の DiBAC4(3)の蛍光強10 
度から、細胞膜電位とのシグモイドグラフを算出し、得られた蛍光強度を細胞膜電位へと変換させる11 
Boltzmann 方程式を求めた（図 11A-C）。   12 
本実験では、通常酸素群（normoxia）、通常酸素+高濃度窒素バブリング群（normoxia+N2）、低酸13 
素＋高濃度窒素バブリング群（hypoxia+N2）の 3 群において定常状態における細胞膜電位（静止膜14 
電位）の比較を行った（図 11D）。各実験の最後に 140 mM K+ HEPES 緩衝溶液を灌流し、細胞膜電15 
位を近似的に 0 mV に脱分極させ、その際の蛍光強度（F140K）により規格化した値、ratio（F/F140K）を16 
Boltzmann 方程式によって、静止膜電位へと変換させた。その結果、hypoxia+N2 群は、他の 2 群の17 
と比較し有意に静止膜電位が深くなっている、つまり、細胞膜が過分極シフトしていることが明らかと18 
なった（normoxia -26.0±1.0 mV, n=85, normoxia+N2 -23.7±1.5 mV, n=79, hypoxia+N2 -38.2±1.5 mV, 19 
n=55, **p<0.01 vs. normoxia, ##p<0.01 vs. normoxia+N2, 図 11E）。 20 
 21 



















図 11. t-BBEC117 細胞における低酸素培養時の静止膜電位変化 
(A, B and C) ホールセルパッチクランプ法を用いて、t-BBEC117 細胞における DiBAC4(3)の蛍光強度
比（Ratio(F/F140K)）と細胞膜電位の関係をプロットした。蛍光強度（F）は、Standard HEPES において-80 
mV, -70 mV, -60 mV, -40mV, -20 mV, -10 mV, 0 mV, +10 mV に電位を固定した時の値を測定した。各
実験の最後に、電流固定下で、140 mM K+ HEPES 緩衝溶液を灌流させ、その際の蛍光強度 F140K を測
定した。その関係は Boltzmann 方程式にフィッティングした（実験方法 6 参照）。 (D) DiBAC4(3)を用い
て静止膜電位の検討を行った。各群における t-BBEC117 細胞膜電位の典型的な時系列変化を示した。
蛍光強度比（Ratio(F/F140K)）は、細胞膜電位へと変換した。通常酸素及び低酸素群において、培養後の
各実験において測定溶液に窒素バブリングを行った（hypoxia+N2 and normoxia+N2）。(E) 各 3 群におけ





A‐ 5.  低酸素培養による内向き整流性 K+チャネル電流測定 1 
古典的内向き整流性 K+チャネル（Kir2.1）は、心筋細胞において深い静止膜電位の形成に寄与2 
し、Ik1 電流を担っている。また、t-BBEC117 細胞の小胞体ストレス誘発性細胞死に Kir2.1 が関与し3 
ていることから、低酸素培養による t-BBEC117 細胞の Kir2.1 の電流密度変化を検討した。normoxia, 4 
normoxia+N2, hypoxia+N2 の三群において t-BBEC117 細胞における内向き整流性 K+電流をホール5 
セルパッチクランプ法により測定を行った。保持電位を-40 mV に固定し、-120 mV までランプパルス6 
（0.32V/s）を 15 秒間隔で与えたところ、normoxia, normoxia+N2 群において電流-電圧曲線は顕著な7 
内向き整流性を示さない一方で、hypoxia+N2 群においては多くの細胞が-70 mV よりも過分極側で8 
大きな内向き電流を示した（図 12A）。対照的に、脱分極側では外向き電流が見えにくい顕著な内向9 
き整流性を示した。この特徴的な電流に対し、内向き整流性 K+チャネルの阻害薬である 100 µM 10 
Ba2+の添加により阻害された Ba2+感受性電流成分を示した（図 12B）。-120mV における電流を 3 群11 
で比較したところ、hypoxia+N2 の群で有意に Ba2+感受性電流が大きいことが明らかとなった12 
（normoxia -3.7±0.8 pA/pF, n=7, normoxia+N2 -2.6±0.5 pA/pF, n=6, and hypoxia+N2 -12.7±3.3 pA/pF, 13 
n=7, *p<0.05 vs. normoxia, #p<0.05 vs. normoxia+N2, 図 12C）。また結果には示していないが、脱分14 
極側+20 mV における外向き電流は、3 群間において有意な差はなかった。そして、各群で見られた15 
Ba2+感受性電流の逆転電位の値は、K+の平衡電位約-80 mV と非常に近く、K+チャネルがこの電流16 
に寄与している可能性が示唆される。以上の結果から、t-BBEC117 細胞において低酸素培養により17 
Ba2+感受性の内向き整流性 K+チャネルが増加することが明らかとなった。 18 
図 12. t-BBEC117 細胞における低酸素培養時の内向き整流性 K+チャネル電流解析 
(A) normoxia, normoxia+N2, hypoxia+N2 の 3 群における 100 µM Ba2+ 非添加時（黒線）及び添加時
（赤線）における典型的な電流-電圧曲線を示した。(B) 3 群における Ba2+感受性電流の電流-電圧曲線を
示した。(C) 3 群における-120 mV での Ba2+感受性電流の電流密度を示した（*p<0.05 vs. normoxia, 




A‐ 6.  低酸素培養による内向き整流性 K+チャネル発現変化 1 
低酸素培養時の t-BBEC117 細胞において、内向き整流性 K+チャネルの活性が上昇することが2 
明らかとなったため、低酸素培養時における Kir2.1 チャネルの mRNA 及びタンパク発現変化を検3 
討した。リアルタイム PCR の結果、Kir2.1 の mRNA の発現は通常酸素群と低酸素群に有意な差は4 
生じなかった（ratio to GAPDH normoxia: 0.0085±0.001, n=11, hypoxia: 0.0094±0.0008, n=12, p>0.05, 5 
図 13A）。一方で、Western blot 法により細胞全体における Kir2.1 タンパク発現変化を検討したとこ6 
ろ、低酸素培養によりタンパク質発現は有意に増大していた（ratio to normoxia: 1.4±0.09, n=6, 7 
















図 13. t-BBEC117 細胞における低酸素培養時の内向き整流性 K+チャネル Kir2.1 の発現解析 
(A) リアルタイム PCR 法を用い、Kir2.1 の mRNA 発現を検討した。Kir2.1 mRNA 発現は GAPDH の
発現量で規格化した。(B) Western blot 法を用い、細胞全体における Kir2.1 のタンパク質発現を検討し





A‐ 7.  ストア作動性 Ca2+流入の変動に対する Kir2.1 の寄与 1 
当研究室ではこれまでに、t-BBEC117 細胞において SOCE を介した Ca2+流入が細胞膜の過分極2 
によって促進されることを明らかにしており 46)、本実験における低酸素培養時の Kir2.1 の活性上昇3 
は観察された SOCE の増大に寄与している可能性が考えられる。そこで、低酸素培養による SOCE4 
の増大に Kir2.1 の活性上昇が寄与しているかどうかの検討を行った。まず、DiBAC4(3)を用いた5 
SOCE 時における細胞膜電位変化と、Kir2.1 の寄与を検討した。1 µM TG により小胞体 Ca2+ストアを6 
枯渇させた後、2.2 mM Ca2+ を含む HEPES 緩衝溶液を細胞外から灌流させることで SOCE を誘発7 
させた。t-BBEC117 細胞における SOCE の誘発は細胞膜の過分極を引き起こした。オキソノール化8 
合物である DiBAC4(3)は、高濃度窒素バブリング環境下で Ba2+イオンと相互作用し、蛍光強度が低9 
下する傾向が見られたため、本実験のみ窒素バブリングなしの normoxia 群及び hypoxia 群におけ10 
る典型的な SOCE 時における細胞膜電位の変化を示した（図 14A）。内向き整流性 K+チャネルの阻11 
害薬である 100 µM Ba2+添加前後の細胞膜電位をそれぞれ、, とした。SOCE における細胞膜電12 
位（α）を比較したところ、normoxia 群と比べ、hypoxia 群において SOCE 時に細胞膜電位が有意に13 
過分極シフトしていた（normoxia -27.2±1.4 mV, n=60, hypoxia -49.2±1.7 mV, n=40, **p<0.01, 図14 
14B）。そして、SOCE 誘発後続けて、Kir チャネル阻害薬 100 µM Ba2+を添加したところ、hypoxia 群15 
において Kir チャネル阻害による細胞膜の脱分極が生じた（normoxia 3.0±0.7 mV, hypoxia 11.3±1.0 16 








図 14. 低酸素培養による SOCE 時の細胞膜電位変化に対する Kir2.1 の寄与 
(A) DiBAC4(3)を用い、SOCE 時の細胞膜電位を測定した。(B) SOCE 時の細胞膜電位（図 A における
α）を normoxia, hypoxia 群の 2 群において統計解析を行った（**p<0.01）。(C) SOCE 誘発後の 100 µM 




続けて、Ca2+蛍光指示薬 fura-2 AM 体を用いた低酸素培養時の SOCE の増大に対する Kir2.11 
の寄与の検討を行った。先ほどの実験に続いて、1 µM TG で小胞体 Ca2+ストアを枯渇させ、細胞外2 
から 2.2 mM Ca2+ solution を灌流させることで SOCE を誘発している。SOCE を 2 回続けて誘発し、23 
回目に Kir チャネルの阻害薬である 100 µM Ba2+を灌流させ、1 回目の SOCE に対する 2 回目の4 
SOCE のBa2+阻害率を normoxia, normoxia+N2, hypoxia+N2の3 群において比較し、典型的な SOCE5 
時における[Ca2+]i の変化を示した（図 15A）。その結果、hypoxia+N2 群は、他の 2 群と比較し、2 回6 
目の SOCE の Ba2+阻害率が有意に上昇しており、低酸素培養による SOCE の増大に Kir2.1 が寄与7 
していることが明らかとなった（normoxia 10.83±2.96, n=35, normoxia+N2 3.76±1.9, n=44, hypoxia+N2 8 















図 15. 低酸素培養による SOCE 増大に対する Kir2.1 の寄与 
(A) SOCE は、10 分間のインターバルを挟んで、2 回誘発させた。2 回目の SOCE は、2.2 mM Ca2+ を
含む HEPES 緩衝溶液に 100 µM Ba2+を添加し、灌流させた。SOCE の Peak 相に対して、1 回目の SOCE
に対する 2 回目の SOCE の Ba2+阻害率を求めた。(B) 各群における t-BBEC117 細胞の 2 回目の SOCE




A‐ 8.  t-BBEC117 細胞における低酸素培養誘発性細胞増殖に対する Kir2.1 の寄与 1 
 低酸素培養による BCECs での Kir2.1 の発現上昇の機能的役割を明らかにするために、MTT 法2 
を用いた脳微小血管内皮細胞の細胞生存に対する Kir2.1 の寄与を検討した。通常細胞及び低酸3 
素培養細胞について、72 時間培養後における細胞生存度を比較し、0 時間における細胞生存度を4 
1 として規格化した。通常酸素群、低酸素培養群に対してそれぞれコントロール及び 100 µM Ba2+添5 
加群の計 4 群において検討した。その結果、低酸素培養により t-BBEC117 細胞は細胞増殖を亢進6 
するが、この低酸素培養誘発性細胞増殖は 100 µM Ba2+を添加し、Kir2.1 活性を阻害することで部7 
分的ではあるが有意に抑制された（ralative viability normoxia: 1.67±0.06, normoxia+Ba2+: 1.61±0.06, 8 
hypoxia: 2.12±0.08, hypoxia+Ba2+: 1.87±0.06, n=12 for each, **p<0.01 vs. hypoxia, #p<0.05 vs. 9 












図 16. 低酸素培養による t-BBEC117 細胞の細胞生存に対する影響と Kir2.1 の寄与 
低酸素培養による t-BBEC117 細胞の細胞生存度に対する影響と Kir2.1 の寄与を MTT 法により検討し
た。通常細胞及び低酸素培養細胞について、72 時間培養後における細胞生存度を比較し、0 時間にお
ける細胞生存度を 1 として規格化した。通常酸素群、低酸素培養群に対してそれぞれコントロール及び





B. 低酸素培養下脳微小血管内皮細胞における Kir2.1 発現上昇機構の解明 1 
 これまでの結果により、低酸素培養は BCECs の Kir2.1 タンパク質発現を上昇させることを明らかに2 
したが、その一方で Kir2.1 の mRNA 発現は変化させないことも明らかとなった。この mRNA 発現上3 
昇を介さない Kir2.1 のタンパク質発現上昇機構として、以下の可能性が考えられた（図 17）。低酸素4 
培養により、t-BBEC117 細胞において、 5 
A) Kir2.1 のタンパク分解能が抑制された。 6 
B) Kir2.1 のエンドサイトーシスが抑制された。 7 
C) Kir2.1 の細胞内から細胞膜にかけてのリサイクリングやトラッフィキング機構が亢進した。 8 
D) Kir2.1 タンパク質の翻訳機構が促進した。 9 
 10 
まず、図 17Ⓐに示すタンパク分解能の低下を検証するため、各種分解阻害薬（リソソーム分解阻害11 
薬、ユビキチン・プロテアソーム分解阻害薬）を添加した際の Kir2.1 の電流成分を検討した。リソソー12 
ム分解阻害薬である 100 M leupeptin、そしてユビキチン・プロテアソーム分解阻害薬である 5 M 13 
MG-132 を培地に添加し 24 時間後の Ba2+感受性を測定したところ、有意な電流の上昇は見られな14 
かった（DMSO: -3.2±0.8 pA/pF, n=6, leupeptin: -1.9±0.4 pA/pF, n=4, MG-132: -1.2±0.4 pA/pF, n=4 , 15 
p>0.05, 図 18A, B）。また、両阻害薬による Ba2+感受性電流への直接的な作用は見られなかった16 
（ratio to control, leupeptin: 0.98±0.02, n=4, MG-132: 0.94±0.05, n=4, p>0.05, 図 18C）。以上の結果17 
を踏まえ、膜タンパク質のエンドサイトーシス（図 17Ⓑ）や、エンドソーム小胞の輸送（図 17Ⓒ）を正に18 
制御する分子 dynamin2 に着目した。Dynamin は約 100 kDa の GTPase 活性を有するタンパク質で19 
あり、3 つのサブタイプを持つ。Dynamin1 は神経組織、dynamin3 は精巣や肺など特定の組織にの20 
み発現するのに対し、dynamin2 は広範にその発現が確認されている 47)。Dynamin2 は、当初エンド21 
サイトーシスにおいて細胞膜からの小胞の切り離しに重要な GTPase 活性を持つタンパク質としての22 
報告が多かったが、近年ではゴルジネットワークや小胞のトラッフィキング、エキソサイトーシスの形成23 
や、微小管やアクチン骨格の形成にも関与していることが報告されている 47, 48)。Dynamin2 と Kir2.124 
に関するこれまでの報告では、Kir2.1 一過性発現 HEK293 細胞において、dynamin2 ドミナントネガ25 
ティブ体が Kir2.1 の電流密度を増加させる、すなわち dynamin2 が Kir2.1 に対し抑制的に働くとい26 
う報告が存在する 49)。その一方で、虚血ラット心筋細胞において、dynamin2 の発現が減少し、Kir2.127 
の細胞膜の発現量を減少させる、つまり dynamin2 が Kir2.1 に対し促進的に働くという報告も存在す28 
る 50)。そこで本研究では、低酸素培養下の BCECs における dynamin2 の発現変化と Kir2.1 発現及29 
び活性に及ぼす影響を解明することを目的とした。 30 
 Ⓓに示す Kir2.1 タンパク質の翻訳機構の促進の可能性も考えられるが、本研究においてそ31 
の可能性に関する検証は行っていない。通常酸素下と低酸素ストレス下の翻訳機構に関わる32 
因子が異なること 51)、ストレス環境下で発現増大する heat shock protein（HSP）が翻訳機構に33 







図 17. 低酸素による Kir2.1 タンパク質発現上昇機構の想定メカニズム 
図 13 の結果から以下の 4 つの仮説を立てた。 







薬 MG-132）を 24 時間添加した際の Ba2+感受性
電流の電流-電圧曲線を示した(B) 3 群における-
120 mV での Ba2+感受性電流の電流密度を示し






B‐ 1.  t-BBEC117 細胞における細胞膜タンパク質制御因子 dynamin2 の発現変化 1 
低酸素培養による dynamin2 の mRNA 発現、タンパク質発現変化の検討を行った。Dynamin2 の2 
mRNA 発現は通常酸素群と比較し、低酸素群において有意に増加していた（ratio to normoxia: 3 
1.0±0.05 and hypoxia: 1.4±0.1, n=7 for each, *p<0.05, 図 19A）。また、dynamin2 のタンパク発現変化4 
を検討したところ、低酸素培養により dynamin2 のタンパク質発現は有意に増大していた（ratio to 5 
normoxia: 1.44±0.16, n=5 for each, *p<0.05, 図 19B）。また、通常酸素及び低酸素培養時における6 
dynamin2 の細胞内局在を免疫染色法により検討を行ったところ、細胞全体及び細胞膜上での蛍光7 
強度が上昇している様子が観察できた（図 19C）。そして、t-BBEC117 細胞の細胞膜分画における8 
dynamin2 の発現変化を検討したところ、細胞膜分画における dynamin2 の発現が上昇していること9 




図 19. t-BBEC117 細胞における低酸素培養時の dynamin2 発現解析 
(A) リアルタイム PCR 法を用い、dynamin2 の mRNA 発現を検討した。 mRNA 発現は通常酸素群に対
する低酸素群の発現比を算出した。(B) Western blot 法を用い、細胞全体における dynamin2 のタンパク質
発現を検討した。全細胞分画（40 μg/lane）のタンパク質を SDS-PAGE により分離した。 低酸素培養時の
dynamin2 の発現量を-actin 発現量で規格化し、通常酸素群の規格化した値に対する発現比を算出した
（*p<0.05）。(C) t-BBEC117 細胞を通常酸素下及び低酸素下で 72 時間培養を行った後、dynamin2 抗体
で標識し、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 (D) 細胞膜分画における dynamin2 のタンパク質発現を検






B‐ 2.  dynamin2 の機能上昇が t-BBEC117 細胞における Kir2.1 電流及び発現に与える影響 1 
低酸素培養下 t-BBEC117 細胞において、dynamin2 の mRNA 及びタンパク質発現が上昇してい2 
る結果を踏まえ、dynamin2 が Kir2.1 の電流密度にどのような影響を与えるかをホールセルパッチク3 
ランプ法により検討した。先行論文において、80 M dynasore 処置は、dynamin の GTPase 活性を4 
80%以上阻害し、30 分以内に dynamin 依存的なトランスフェリン輸送を消失させるという報告がある5 
53, 54)。そこで、通常酸素・低酸素培養終了直後に dynamin の阻害薬である 100 µM dynasore を 306 
分間負荷させた群及び control 群（DMSO 0.1%）のそれぞれに対し、normoxia, normoxia+N2, 7 
hypoxia+N2 群の計 6 群において Kir チャネル阻害薬 100 µM Ba2+ 添加時に阻害された Ba2+感受8 
性電流を比較した（図 20A）。 9 
その結果、先述の通り、control 群において、hypoxia+N2 群が他の二群と比較し、Ba2+感受性電10 
流の有意な上昇が見られた一方で、dynasore 群においてはその上昇が抑制された（control 群: 11 
normoxia -1.2±0.6 pA/pF, n=5, normoxia+N2 -1.6±0.5 pA/pF, n=6, hypoxia+N2 -11±4 pA/pF, n=5; 12 
dynasore 群: normoxia -1.3±0.4 pA/pF, n=4,  normoxia+N2 -0.52±0.2 pA/pF, n=4, hypoxia+N2 -13 
1.7±0.4 pA/pF, n=6, **p<0.01 vs. control hypoxia+N2, 図 20B）。また、dynamin 阻害薬である14 
dynasore 自体が Kir2.1 の電流を阻害している可能性が考えられるため、dynasore による Kir2.1 電流15 
の直接的な阻害に対する検討を行った。Hypoxia+N2 群において見られる内向き電流に対し、100 16 
µM dynasore を灌流した前後の-120 mV における電流密度を比較した。その結果、dynasore によっ17 
て Kir2.1 電流は直接的に阻害されないことが示された（図 20C, D）。 18 







次に、細胞膜上の Kir2.1 の発現や細胞内局在と dynamin 阻害の影響をより明らかにするため、2 
通常酸素時、Kir2.1-GFP 遺伝子を一過性発現させた t-BBEC117 細胞の細胞膜上の Kir2.1 発現に3 
対する dynamin 阻害薬 dynasore の影響を検討した（図 21）。細胞膜マーカーであるコムギ胚芽凝集4 
素（WGA）と共局在する GFP の蛍光を細胞膜上の Kir2.1 の発現量として解析したところ、control で5 
ある DMSO 群においては、投与後 30 分間で GFP 蛍光強度の変化は見られなかった。一方で、100 6 
M dynasore を処置した群においては、投与後 15 分から GFP の蛍光強度が減少し、30 分後には、7 
control 群と比較し、有意に細胞膜上の Kir2.1 の発現量が減少していた（control 1.08±0.03, n=9, 8 
dynsore 0.81±0.04, n=11, ** p<0.01 vs. 0 min (B) or control (C), 図 21B, C）。その一方で、細胞全体9 
の Kir2.1 の発現量は、dynasore 処置群で減少傾向にはあるものの、有意な差は見られなかった10 
（normalized whole-cell GFP intensity at 30 min to 0 min, control: 0.99±0.01, n=9; dynasore: 0.95±0.03, 11 
n=11; p>0.05, 図 21B, C）。     12 
以上の結果により、dynasore は小胞体から細胞膜へのトラッフィキングあるいはリサイクリングを抑13 
制することで、細胞膜上の Kir2.1 発現を抑制することが明らかとなった。  14 
図 20. dynamin 阻害が低酸素培養下 t-BBEC117 細胞における Kir2.1 電流に及ぼす影響 
(A) control 群及び通常酸素及び低酸素培養終了直後に dynamin 阻害薬である 100 µM dynasore を 30
分負荷した群において Kir2.1 電流解析を行った。control 群、dynasore 群に対してそれぞれ normoxia, 
normoxia+N2, hypoxia+N2 を与えた計 6 群において Ba2+感受性電流の典型的な電流-電圧曲線を示し
た。(B) 6 群における-120 mV での Ba2+感受性電流の電流密度を示し、統計解析を行った（**p<0.01 vs. 
control hypoxia+N2）。(C) Hypoxia+N2 群において、100 µM dynasore を添加し、灌流させることで Kir2.1
電流に対する dynasore の急性的な阻害の有無を検討した。(D) 100 µM dynasore を灌流させた前後での-





図 21. dynamin 阻害が t-BBEC117 細胞膜上の Kir2.1 発現に及ぼす影響 
(A) Kir2.1 の C 末端に GFP を挿入した遺伝子を t-BBEC117 細胞に一過性発現させた細胞に対する
dynasore の影響を解析した。細胞膜マーカーとしてコムギ胚芽凝集素（WGA, 1:100）、核染色マーカーとし
て 5 g/ml Hoechst 33342 を使用した。WGA と共局在する GFP 蛍光領域を細胞膜上の Kir2.1 発現として
算出した。 (B) DMSO あるいは dynasore 処置による細胞膜上及び細胞全体の GFP 蛍光強度の変化を、
0 min での蛍光強度で規格化し、プロットした（*p<0.05, ** p<0.01 vs. 0 min）。(C) DMSO あるいは dynasore




次に、dynamin2 の発現上昇が低酸素培養下での Kir2.1 の細胞膜発現に対しどのような影響を与1 
えるかを検討した。Western blot 法を用いて、細胞膜分画における Kir2.1 のタンパク発現量を、通常2 
酸素、低酸素培養群に加え、低酸素培養終了直後に dynamin 阻害薬である 100 µM dynasore を 303 
分負荷した hypo+dynasore 群の 3 群において比較した（図 22A）。その結果、低酸素培養により4 
Kir2.1 の細胞膜発現量が増加する一方で、hypo+dynasore 群においては、その発現が抑制されるこ5 
とが明らかとなった（ratio to normoxia: hypoxia 1.9±0.3, hypoxia+dynasore 0.84±0.1, n=7 for each, 6 


















図 22. dynamin 阻害が低酸素培養下 t-BBEC117 細胞の Kir2.1 の細胞膜発現に及ぼす影響 
(A) 細胞膜分画における Kir2.1 のタンパク質発現を検討した。細胞膜分画（30 μg/lane）のタンパク質を
SDS-PAGE により分離した。 通常酸素、低酸素培養群に加え、低酸素培養終了直後に 100 µM dynasore 
を 30 分間負荷した hypo+dyna 群の計 3 群における Kir2.1 の細胞膜上のタンパク質発現変化の検討を行
った。(B) 低酸素培養時の Kir2.1 の発現量を-actin 発現量で規格化し、通常酸素群の規格化した値に




B‐ 3.  dynamin2 の過剰発現が t-BBEC117 細胞における Kir2.1 電流及び発現に与える影響 1 
Dynamin2 過剰発現による Kir2.1 の電流密度への影響を検討した。t-BBEC117 細胞の cDNA か2 
らクローニングしたウシ dynamin2 は dynamin2 Y689H 変異体の占める割合が多かった。そのため、3 
点変異 Y689H を修正した dynamin2 WT を作製した。また、dynamin2 のドミナントネガティブ体とし4 
て広く汎用されている dynamin2 K44A 変異体も作製した。Dynamin2 K44A 変異体は、GTPase 活5 
性を消失させることが報告されている 55)。空ベクター（Mock）、dynamin2 Y689H 変異体、dynamin2 6 
WT、dynamin2 K44A の 4 種類の dynamin2 プラスミドをリポフェクション法を用いて遺伝子導入させ7 
た時の t-BBEC117 細胞における Ba2+感受性電流を比較した（図 23A）。その結果、mock と比較し、8 
dynamin2 WT, dynamin2 Y689H 変異体において Ba2+感受性電流の有意な増大が見られた（図9 
23B）。一方で、dynamin2 K44A 変異体では Ba2+感受性電流の増大は見られなかった（mock -10 
2.1±0.5 pA/pF, dynamin2 Y689H -10.6±1.6 pA/pF, dynamin2 WT -8.0±1.4 pA/pF, dynamin2 K44A -11 
2.5±0.9 pA/pF, n=5 for each,* p<0.05, ** p<0.01 vs. mock; # p<0.05, # # p<0.01 vs. dynamin2 K44A, 12 
図 23B）。ヒトやマウス、ラットにおいては dynamin2 Y689H が WT として遺伝子がコードされているた13 
め（表 3）、ウシ dynamin2 における Y689H は、dynamin2 の機能を変化させない可能性が高いと考え14 
られる。 15 
 16 
図 23. dynamin2 過剰発現が低酸素培養下 t-BBEC117 細胞における Kir2.1 電流に及ぼす影響 
(A) ウシ dynamin2/pcDNA3.1 プラスミドをリポフェクション法により t-BBEC117 細胞に遺伝子導入した際
の Kir2.1 の電流解析を行った。空ベクター（mock）、dynamin2 Y689H 変異体、dynamin2 WT、dynamin2 
K44A の 4 種類の dynamin2 プラスミドをそれぞれ導入させた時の Ba2+感受性電流を比較した。図は、t-
BBEC117 細胞に各種 dynamin2 を遺伝子導入した際の典型的な電流-電圧曲線を示した。 (B) 4 群にお
ける-120 mV での Ba2+感受性電流の電流密度を示し、統計解析を行った（* p<0.05, ** p<0.01 vs. mock; # 
p<0.05, ## p<0.01 vs. dynamin2 K44A）。 
表 3. Dynamin2 Y689 残基における種差の比較 





次に、dynamin2 の過剰発現が、t-BBEC117 細胞における Kir2.1 の mRNA 発現及びタンパク質1 
発現に与える影響を解析した。Dynamin2 WT 及びドミナントネガティブ体 dynamin2 K44A をリポフェ2 
クション法により遺伝子導入させた時の mRNA 発現及び細胞膜分画における Kir2.1 のタンパク発3 
現量を比較した（図 24A, B）。その結果、mock と比較し、dynamin2 WT 及び dynamin2 K44A の過4 
剰発現は dynamin2 の mRNA 発現を顕著に増加させたが、Kir2.1 の mRNA の発現を変化させなか5 
った（dynamin2 ratio to mock; mock 1.0±0.1, dynamin 2 WT: 22±0.3 dynamin 2 K44A: 12±0.3, ** 6 
p<0.01 vs. mock; # # p<0.01 vs. dynamin2 K44A, Kir2.1 ratio to mock; mock 1.0±0.07, dynamin 2 WT: 7 
0.9±0.06 dynamin 2 K44A: 0.8±0.1, n=4 for each, p>0.05, 図 24A）。その一方で、dynamin2 WT の過8 
剰発現は、細胞膜分画における Kir2.1 の発現量を増加させた。Dynamin2 K44A 変異体では細胞9 
膜分画での Kir2.1 の発現増大は見られなかった（ratio to mock, dynamin 2 WT: 1.91±0.25 and 10 
dynamin 2 K44A: 0.98±0.1, n=5 for each, ** p<0.01 vs. mock; # # p<0.01 vs. dynamin2 K44A, 図 24B）。 11 
 12 
図 24. dynamin2 過剰発現が、t-BBEC117 細胞における Kir2.1 の膜発現に及ぼす影響 
(A) 空ベクター（mock）、dynamin2 WT、dynamin2 K44A をリポフェクション法により t-BBEC117 細胞に
遺伝子導入した際の dynamin2 及び Kir2.1 の mRNA 発現解析を行った。mRNA 発現は mock 群に対す
る dynamin2 過剰発現群の発現比を算出した（** p<0.01 vs. mock; # # p<0.01 vs. dynamin2 K44A。 (B) 
dynamin2 過剰発現時の細胞膜分画における Kir2.1 のタンパク質発現変化を検討した。細胞膜分画（30 
μg/lane）のタンパク質を SDS-PAGE により分離した。 Kir2.1 の発現量を-actin 発現量で規格化し、mock




B‐ 4.  dynamin2 と Kir2.1 の分子間相互作用の検討 1 
Dynamin2 による Kir2.1 発現制御機構をさらに詳細に検討するため、dynamin2 及び Kir2.1 の分2 
子間相互作用を解析した。最初に、BiFC 法（実験方法 13 参照）を用い解析を行った。分断された3 
二つの蛍光タンパク質の N 末端側（VN）及び C 末端側（VC）をそれぞれウシの Kir2.1、dynamin2 遺4 
伝子プラスミドに組み込んだ（VN-Kir2.1, Kir2.1-VC, VN-dynamin2 and dynamin2-VC）。Kir2.1 及び5 
dynamin2 はそれぞれ四量体、二量体を形成することが報告されている 17, 56)。（VN-Kir2.1 + Kir2.1-6 
VC）及び（VN-dynamin2 + dynamin2-VC）を共発現させた HEK293 細胞において、Venus タンパク7 
質の再構築による蛍光が検出された（図 25A）。そして、（VN-Kir2.1 + dynamin2-VC）を共発現させ8 
た HEK293 細胞においても蛍光が検出された。次に Kir2.1 及び dynamin2 を共発現させた HEK2939 
細胞において共免疫沈降法（Co-IP）を行ったところ、Kir2.1 と dynamin2 が分子間相互作用すること10 
が明らかとなった（図 25B）。次に、共焦点レーザー顕微鏡での Kir2.1 と dynamin2 の二重免疫染色11 
法により、両タンパク質の共局在を検討したところ、両タンパク質の一部が共局在していることが明ら12 
かとなった（図 25C）。最後に、t-BBEC117 細胞において HEK293 細胞と同様に BiFC 法を用いて13 
検討したところ、（VN-Kir2.1 + dynamin2-VC）を共発現させた時に強い蛍光が検出された（図25D）。14 
以上の結果より、dynamin2 と Kir2.1 が分子間相互作用することを明らかにした。 15 
図 25. Dynamin2 と Kir2.1 の分子間相互作用の検討 
(A) 3 種類のプラスミドの組み合わせ(VN-Kir2.1+Kir2.1-VC, VN-dynamin2+dynamin2-VC, and VN-
Kir2.1+dynamin2-VC)をそれぞれ HEK293 細胞にトランスフェクションした際の蛍光を検出した。11~19 画
像の代表的な蛍光画像を示した。 (B) dynamin2 及び Kir2.1 を一過性発現させた HEK293 細胞に対し
共免疫沈降法を行った。抗 GFP 抗体で免疫沈降を行い、抗 dynamin2 抗体で検出した。(C) 通常酸素及
び低酸素下の t-BBEC117 細胞に対し、dynamin2 と Kir2.1 の二重免疫染色法を用いた。蛍光画像は、共
焦点レーザー顕微鏡で検出し、21~28 画像の代表的な蛍光画像を示した。(D) (A)と同様の 3 種類のプラ





B‐ 5.  dynamin2 の発現変化と低酸素誘導因子 HIF-1との関連 1 
低酸素誘導因子（hypoxia-inducible factor 1 : HIF-1）は、低酸素時に、ほぼ全ての真核細胞にお2 
いて発現上昇が報告されており、様々な低酸素シグナル応答において中心的な役割を果たす転写3 
因子である。HIF-1は通常酸素時、Pro 残基がプロリルヒドロキシラーゼ（PHD）によってヒドロキシ化4 
を受け、von Hippel-lindau protein（VHL）と結合することで、ElonginC-ElonginB-RBX1-Cullin2-E3-5 
ubiquitin ligase によりユビキチン化され、最終的に 26S proteasome により分解される。一方で、低酸6 
素時になると、PHD によるヒドロキシ化を受けにくくなるため、26S proteasome による HIF-1のタンパ7 
ク質分解が抑制され、HIF-1のタンパク質発現が上昇し、核内移行することで、多くの標的遺伝子8 
の転写を促進する 57)。また、HIF-1は酸素濃度の他に、低酸素に曝された時間によってもその発現9 
量を変化させ、急性期においてはその発現量を増加させるが、慢性期になると heat shock protein 70 10 
（HSP70）などによって、HIF-1のタンパク質分解が促進されることが報告されている 57)。 11 
また、肝臓、腎臓、神経細胞などの特定の細胞・組織・器官においては、HIF-1が通常酸素下に12 
おいても発現することが報告されている 58)。このように HIF-1は、細胞種や酸素濃度、低酸素暴露13 
期間など様々な要因においてその発現を変動させることで、多様な低酸素応答シグナルを形成して14 
いる。そこで、t-BBEC117 細胞の HIF-1が、4~5%の酸素濃度で 72 時間の低酸素条件においてど15 
のようにタンパク質発現が変動するのかを検討した。その結果、t-BBEC117 細胞では通常酸素濃度16 
下で HIF-1タンパク質が定常発現し、低酸素ストレス負荷によって、その発現が減少することが明ら17 




図 26. t-BBEC117 細胞における低酸素培養時の HIF-1タンパク質発現解析 
Western blot 法を用い、細胞全体における HIF-1のタンパク質発現を検討した。全細胞分画（40 





次に、低酸素培養下 t-BBEC117 細胞において発現上昇する dynamin2 と、発現低下する HIF-11 
との関連を検討した。Dynamin2 と HIF-1に関するこれまでの報告として、卵巣がん細胞において発2 
現が上昇した HIF-1が dynamin2 の mRNA の転写活性を抑制することが報告されている 59)。そこ3 
で、t-BBEC117 細胞における HIF-1をレンチウイルスベクター（shHIF-1_1, shHIF-1_2 の 2 種類4 
の shRNA を組み込んだレンチウイルスベクター）を用いて特異的にノックダウンした際の、dynamin25 
の mRNA 発現変化をリアルタイム PCR 法により検討した。その結果、t-BBEC117 細胞における HIF-6 
1の特異的ノックダウンにより、通常酸素下において dynamin2 の mRNA 発現が有意に上昇してい7 
る こ と が 明 ら か と な っ た（ HIF-1; shScramble: 1.0±0.005, shHIF-1_1: 0.38±0.1, shHIF-1_2: 8 
0.67±0.08, dyna2;shScramble: 1.0±0.07, shHIF-1_1: 1.3±0.03, shHIF-1_2: 1.3±0.08, n=3~4, HIF-9 
2; shScramble: 1.0±0.08, shHIF-1_1: 1.1±0.1, shHIF-1_2: 1.2±0.2, *p<0.05, **p<0.01 vs. 10 
shScramble HIF-1; #p<0.05, ##p<0.01 vs. shScramble dyna2, 図 27A）。また、低酸素培養を行った t-11 
BBEC117 細胞においても同様の結果が得られた（HIF-1; shScramble: 1.0±0.05, shHIF-1_1: 12 
0.62±0.04, shHIF-1_2: 0.72±0.03, dyna2;shScramble: 1.0±0.03, shHIF-1_1: 2.6±0.1, shHIF-1_2: 13 
2.4±0.05, n=3~4, HIF-2; shScramble: 1.0±0.2, shHIF-1_1: 1.3±0.1, shHIF-1_2: 1.1±0.1, *p<0.05, 14 
**p<0.01 vs. shScramble HIF-1; #p<0.05, ##p<0.01 vs. shScramble dyna2, 図 27A）。次に、HIF-115 
特異的にノックダウンした際の HIF-1及び dynamin2 のタンパク質発現を検討した。その結果、16 
mRNA と同様の傾向が観察された。通常酸素下において、HIF-1のノックダウンにより、dynamin2 タ17 
ンパク質の有意な上昇が明らかとなった（relative HIF-1 expression, shHIF-1_1: 0.63±0.03, shHIF-18 
1_2: 0.68±0.08; relative dynamin2 expression, shHIF-1_1: 1.9±0.3, shHIF-1_2: 1.6±0.2, n=4~5, 19 
*p<0.05 vs. shScramble HIF-1; #p<0.05 vs. shScramble dyna2, 図 27B）。低酸素培養下での HIF-120 
のノックダウンは、更なる dynamin2 タンパク質の上昇を引き起こした（relative dynamin 2 expression, 21 
shHIF-1_1: 2.5±0.4, shHIF-1_2: 2.8±0.2, n=4 for each, **p<0.01 vs. shScramble dyna2, 図 27C）。22 
最後に、HIF-1のノックダウンによる Ba2+感受性電流変化を解析したところ、ノックダウンにより Ba2+23 
感受性電流の電流が増大することが明らかとなった。（shScramble -1.1±0.4 pA/pF, n=4, shHIF-1_2 24 










図 27.  shHIF-1 導入 t-BBEC117 細胞における dynamin2 の mRNA 及びタンパク質発現解析 
(A) 2 種類の shHIF-1（shHIF-1 _1, shHIF-1_ 2）をレンチウイルスによって感染させた t-BBEC117 細
胞において、リアルタイム PCR 法を用い、HIF-1, dynamin2, HIF-2の mRNA 発現を検討した。 mRNA
発現は shScramble 群に対する shHIF-1群の発現比を算出した（*p<0.05, **p<0.01 vs. shScramble HIF-
1; #p<0.05, ##p<0.01 vs. shScramble dyna2）。(B) Western blot 法を用い、細胞全体における HIF-1及び
dynamin2 のタンパク質発現を検討した。全細胞分画（40 μg/lane）のタンパク質を SDS-PAGE により分離
した。2 種類の shHIF-1（shHIF-1 _1, shHIF-1_ 2）を感染させた t-BBEC117 細胞において、通常酸素
下の HIF-1, dynamin2 のタンパク質発現を検討した（**p<0.01 vs. shScramble HIF-1; #p<0.05, vs. 
shScramble dyna2）。(C) Western blot 法を用い、細胞全体における dynamin2 のタンパク質発現を検討し
た。全細胞分画（40 μg/lane）のタンパク質を SDS-PAGE により分離した。2 種類の shHIF-1（shHIF-1 
_1, shHIF-1_ 2）を感染させた t-BBEC117 細胞において、低酸素下の dynamin2 のタンパク質発現を検
討した（**p<0.01 vs. shScramble dyna2）。(D) shHIF-1_ 2 を感染させた t-BBEC117 細胞において、-120 





  本研究において以下のことを明らかにした。 2 
1. t-BBEC117 細胞において、低酸素培養は、内向き整流性 K+チャネル Kir2.1 の発現を増加さ3 
せ、深い静止膜電位の形成に寄与している。 4 
 5 
2. 低酸素培養下 t-BBEC117 細胞において、Kir2.1 の発現上昇を介した細胞膜の過分極が、スト6 
ア作動性 Ca2+流入（SOCE）の増大に寄与している。 7 
 8 
3. 低酸素培養下 t-BBEC117 細胞の細胞増殖亢進に、Kir2.1 の発現上昇が寄与している。 9 
 10 
4. 低酸素培養下 t-BBEC117 細胞における dynamin2 の発現上昇が、Kir2.1 タンパクの細胞膜で11 
の発現と活性を正に制御している。 12 
 13 
5. 正常時 t-BBEC117 細胞において、HIF-1が定常発現し、低酸素培養によりそのタンパク質発14 




の病態進行に、BBB の破綻が関与することが報告されており 6)、BBB の中核を担う BCECs におけ19 
る低酸素ストレスの影響を検討すること、特に BCECs のバリア機能に重要な細胞増殖・細胞死のバ20 
ランスについて研究することは、脳虚血の病態解明において重要な意義を持つと考えられる。脳虚21 
血時における BBB 破綻の引き金となるのは、BCECs の異常な増殖であると報告されている。一般的22 
に、脳虚血時における BCECs の細胞増殖亢進は、VEGF 等の因子の他に、[Ca2+]i の上昇によって23 
も引き起こされることが報告されている 36, 37) 。しかし、その一方で、脳虚血時における[Ca2+]i の上昇24 
機構は未だ不明な点が多い。 25 
 26 
本研究では、BCECs に機能発現する K+チャネル、特に Kir2.1 チャネルに着目し、Kir2.1 が低酸27 
素培養により発現を上昇させ、深い細胞膜電位及び SOCE 増大を介して、[Ca2+]i 上昇及び細胞増28 
殖亢進に寄与することを明らかにした。また、低酸素による細胞膜への Kir2.1 タンパク質のリサイクリ29 
ング機構の亢進は、HIF-1及び dynamin2 によって制御されることを明らかにした。以上の結果は、30 
脳虚血時での BCECs の生理機能の重要性を裏付けるものである。本研究に関し以下の様な考察を31 
行った。 32 
 33 
１．細胞増殖亢進と SOCE に関して 34 
血管内皮細胞のような細胞において、電位非依存的 Ca2+透過性チャネルである SOC チャネルを35 
介した SOCE は、細胞内への主要な Ca2+供給源のひとつである 26)。細胞増殖機構に対する SOCE36 




構に寄与していることが報告されている 60)。また、SOCE が G2/M 期と比較し G1/S 期に上昇するこ1 
と、そして、G1/S 期における SOCE が、カルモジュリンの活性化を介して、サイクリン E やサイクリン依2 
存性キナーゼ（CDK2）を活性化させ、G1/S 期の適切な移行に寄与することが報告されている 16)。実3 
際、我々も、t-BBEC117 細胞において G2/M 期と比較し、G1/S 期において SOCE が上昇することを4 
明らかにしている 35)。本研究により、低酸素培養下 BCECs における Kir2.1 活性上昇によって、細胞5 




２．Kir2.1 阻害薬として 100 M Ba2+を用いることの意義について 10 
当初、脳微小血管内皮細胞に対する Kir2.1 の寄与の実験を検討する際に、siRNA を用いる予定11 
であったが、適切に mRNA をノックダウンできる siKir2.1 を取得することが出来なかった。そのため、12 
Kir チャネルに選択性の高い 100 M Ba2+を用いた。当研究室の山崎博士・鬼頭博士により t-13 
BBEC117 細胞に発現する主な Kir チャネルは、Kir2.1 であると報告されている。また、序論で述べ14 
た通り、強い内向き整流性の電流を示すのは Kir2 チャネルに特徴的であり、本研究により明らかに15 
された低酸素培養により増大される強い内向き整流性かつ Ba2+感受性電流は Kir2.1 である可能性16 
が高いと思われる。また、Kir2 チャネルはがん細胞において、細胞質内で p65 と相互作用し、核内17 
移行することで、細胞増殖を亢進させる非イオンチャネル作用を示すことも報告されている 61)。すな18 
わち、siKir2.1 を用いた検討では、細胞全体の Kir2.1 の発現量が減少するため、膜電位を変化させ19 
ない非イオンチャネル様の性質を捉えてしまう可能性が否定できない。本研究で用いた 100 M Ba2+20 
処置は水溶性イオンであるため細胞膜を通過しにくく、「細胞膜上のイオンチャネルとして働く Kir チ21 
ャネルだけを特異的に阻害する」という点において、siKir2.1 を用いるよりも有用であると考えられる。 22 
 23 
３．低酸素による Kir2.1 タンパク質発現上昇機構について 24 
内向き整流性 K+チャネル（Kir2）は、心筋・骨格筋などの興奮性細胞において深い静止膜電位の25 
形成に寄与しているほか、血管内皮細胞やがん細胞などの非興奮性細胞にも発現が確認されてお26 
り、細胞の増殖・死・分化など様々な生理現象に寄与している 17, 62)。本研究により明らかとなった低27 
酸素培養下脳微小血管内皮細胞における Kir2.1 のタンパク質発現上昇は、mRNA の上昇によるも28 
のではなかった（図 13）。この結果から、Kir2.1 のタンパク質に対し、以下の 3 つの可能性が考えら29 
れる（図 17）。Ⓐ Kir2.1 のタンパク分解能が抑制された。Ⓑ Kir2.1 のエンドサイトーシスが抑制され30 
た。Ⓒ Kir2.1 の細胞内から細胞膜にかけてのリサイクリングやトラッフィキング機構が亢進した。 31 
Ⓐの仮説については、未だ不明な点が多いのが現状である。一般的に、細胞は低酸素ストレスを32 
受けると、生存のためのエネルギーを得るため、タンパク質の分解をむしろ促進する報告が数多く存33 
在する 63)。また Kir2.1 の分解経路としてユビキチン・プロテアソーム系とリソソーム分解系の両方の報34 
告が存在するため 64-66)、t-BBEC117 細胞に対し、ユビキチン・プロテアソーム阻害薬 MG-132、リソソ35 
ーム分解阻害薬 leupeptin を適用したが、どちらも Kir2.1 の電流密度は増加しなかった（図 18）。 36 
そこで我々は、Kir2.1 を含む細胞膜タンパク質のエンドサイトーシス（図 17Ⓑ）や、エンドソーム小37 




細胞において、dynamin2 のドミナントネガティブ体の遺伝子導入は、Kir2.1 の電流密度を増加させ1 
るという報告がされている 49)。そこで当初我々は、低酸素培養下 t-BBEC117細胞において dynamin22 
の発現が減少し、Kir2.1 のエンドサイトーシスが抑制されることにより、Kir2.1 のタンパク質の発現が3 
上昇するという仮説（Ⓑ）を立て、実験を開始した。しかし本研究により、低酸素培養下 t-BBEC117 細4 
胞において dynamin2 の発現は増加し、また、dynamin2 の過剰発現により Kir2.1 の電流密度が増5 
加したという結果が得られた（図 19~24）。この結果により、Ⓑの仮説を介したものよりもむしろ、Ⓒの6 
仮説を介して dynamin2 が Kir2.1 の電流密度を上昇させた可能性が高いと考えられる。Dynamin27 
はエンドサイトーシスに関与する因子として発見され、Kv1.3 チャネルや Kir6.2 チャネルのエンドサイ8 
トーシスを制御する報告が存在する 67, 68)。本研究では初めて dynamin2 がイオンチャネルの膜発現9 
と活性を正に制御する知見を明らかにした。 10 
 11 
４．低酸素による Kir2.1 タンパク質分解機構について 12 
本研究において、低酸素ストレスが BCECs の Kir2.1 のタンパク質分解にどのような影響を与える13 
かは証明されていない。すなわち、低酸素ストレスにより細胞全体の Kir2.1 のタンパク質発現が上昇14 
していたという結果を説明する際に、低酸素ストレスと Kir2.1 タンパク質の翻訳・分解機構に関して、15 
以下の 3 パターンを考える必要がある。 16 
1）低酸素ストレスにより Kir2.1 の翻訳が亢進し、細胞全体の Kir2.1 タンパク質が増加する。 17 
 mRNA 発現は変わらず、翻訳機構とリサイクリング機構が亢進すれば、細胞全体の Kir2.1 タンパク18 
質発現量が増加する説明が出来る。 19 
 20 
2）低酸素ストレスにより Kir2.1 のタンパク質分解能力に影響は与えないが、タンパク質分解経路へ21 
の移行が抑制されている。 22 
 低酸素ストレスが、Kir2.1 のタンパク質分解能力に影響を与えなくても、細胞全体の Kir2.1 タンパ23 
ク質の発現量が増加する可能性は十分あり得ると考えている。低酸素によって細胞膜への Kir2.1 の24 
リサイクリング機構が亢進している場合、図 17 において細胞膜、初期エンドソーム、リサイクリングエ25 
ンドソーム、ゴルジ体、小胞体の中に、Kir2.1 タンパク質が多くなる。低酸素ストレス、あるいは低酸素26 
ストレスによる dynamin2 の発現増大が、初期エンドソームなどからタンパク質分解経路（ユビキチン・27 
プロテアソーム機構、リソソーム分解機構、その他分解機構）へ移るのを妨げているとしたら、全28 
Kir2.1 タンパク質の中で、上記の場所にいる割合が高くなり、細胞全体の Kir2.1 タンパク質は増加29 
すると考えられる。実際に、dynamin2 は膜タンパク質 Myoferlin と相互作用することで、VEGFR2 の30 
ポリユビキチン化とプロテアソームによる分解を抑制する報告がある 69)。 31 
 32 
3）低酸素ストレスにより Kir2.1 のタンパク質分解能力が抑制される。 33 
先行研究において、Kir2.1 はユビキチン・プロテアソーム分解機構、リソソーム分解機構が報告さ34 
れている 64-66)。ユビキチン・プロテアソーム阻害薬を添加すると、Kir2.1 のタンパク質発現量が増加35 
するという報告もあれば、リソソーム分解系阻害薬を入れると、Kir2.1 のタンパク質発現量が増大する36 
報告もある（共に強制発現系）。本研究において、2 つの分解機構の阻害薬を用い、通常酸素下の37 





構、リソソーム分解機構が BCECs における Kir2.1 のタンパク質分解に関係しないと断言することは2 
出来ない。より詳細な検討が必要である。 3 
 4 





点で異なる。また、カルパインにはカルパイン 1 及びカルパイン 2 が存在し、in vitro においてそれぞ10 
れの活性化に必要な Ca2+濃度はM レベル（EC50: 2~80 M）及び mM レベル（EC50: 0.2 ~0.8 mM）11 
であることが知られている 70)。低酸素培養下の BCECs において[Ca2+]i が上昇する SOCE 時で数百12 
nM であることから考えて、低酸素ストレスで上昇した Ca2+でカルパイン活性が変動するとは考えにく13 
い。しかし、低酸素ストレスを与えると発現上昇するカルパインが、電位依存性 K+チャネルの 1 つ14 
hERG チャネルや、電位依存性アニオンチャネル VDAC のタンパク質分解を促進するという報告も15 
存在する 71, 72)。そのため、カルパインが Ca2+非依存的にイオンチャネルタンパク質を分解する可能16 
性も十分に考えられる。したがって、低酸素ストレスにより t-BBEC117 細胞のカルパインの発現・活性17 





る。しかし、低酸素培養下の t-BBEC117 細胞において、カスパ23 
ーゼの活性指標の 1 つである DNA の断片化の有無を観察し24 




翻訳を抑制した状態での normoxia 群と hypoxia 群において、細胞全体での Kir2.1 のタンパク質発29 
現変動を timecourse で解析する必要がある。変動に違いが見られる場合、低酸素ストレスに加え、各30 
種分解阻害薬を添加し、そのタンパク質発現変化を検討する。 31 
 32 
６．低酸素による Kir2.1 チャネルへの直接作用について 33 
低酸素培養が、Kir2.1 の活性を直接上昇させる可能性については、ウサギ冠状動脈平滑筋細胞34 
において、急性的な低酸素ストレスにより直接的に Kir2.1 の電流密度が増加するという報告が存在35 
する 73)。しかし本研究により t-BBEC117 細胞に対し、高濃度窒素バブリングによって急性的な低酸36 





７．Dynamin2 と Kir2.1 の相互作用について 1 
Dynamin2 は当初、細胞膜タンパク質のエンドサイトーシスの際に小胞と細胞膜の分離を担うタン2 
パク質として注目されていたが、近年では細胞内から細胞膜へのトラッフィキングや小胞と細胞膜が3 
融合するエキソサイトーシスにおいても重要な役割を担うことが報告されている 47)。Dynamin2 はリサ4 
イクリングエンドソームやゴルジ体にも存在し、アクチン細胞骨格や SNARE タンパクと相互作用する5 
ことで、リサイクリング機構やエキソサイトーシスに寄与している 74)。本研究において、HEK293 細胞6 
を用いた再構築系、BiFC 法を用いた生細胞での検討により、dynamin2 と Kir2.1 は分子間相互作用7 
することが明らかとなった。Dynamin2 の発現増大がどのような機構を介して細胞膜への Kir2.1 タン8 
パク質のリサイクリング機構を亢進させるのかは未だに不明である。我々は Kir2.1 と dynamin2 を繋9 
げる因子の一つとして、AP-1 clathrin adaptor と呼ばれる Kir2.1 がゴルジ体から脱出し細胞膜へと移10 
行する際に必要な因子に着目している。Kir2.1 がゴルジ体から脱出する際の小胞形成に、Kir2.1 と11 
AP-1 の結合が重要であると報告されている 75, 76)。また、ソーティングネキシンという小胞のソーティン12 
グに必要なタンパク質であるが dynamin2 と直接的に相互作用し、AP-1-positive なエンドソームに局13 





発現を上昇させることで、約 800 以上の遺伝子発現を調節し、低酸素ストレスに対する細胞応答の19 
根幹を担っている。HIF-は、HIF-1と HIF-2に分かれ、中でも HIF-1は、細胞周辺の酸素濃度と、20 
低酸素持続時間によりその発現を変動させることが知られており、急性低酸素では発現が上昇する21 
が、慢性化すると HSP70 などのタンパク質により HIF-1のタンパク質分解が促進されることが報告さ22 
れている 57)。HSP70 は、慢性的な低酸素時に HIF-1のタンパク分解に関わる HIF-1結合タンパク23 
質として、CHIP（carboxyl terminus of Hsc-70-interacting protein）と共に同定された 78)。CHIP は、U-24 
box 依存性の E3 ubiquitin ligase である 79)。HSP70 は、CHIP を HIF-1へとリクルートさせ、ユビキチ25 
ン化を促進することで、26S proteasome により分解される 78)。ヒト臍静脈内皮細胞（HUVEC）では、低26 
酸素ストレス時に、短期間での急激な上昇及び長時間での減少という発現変動の 2 相性が報告され27 
ている 80)。また、多くの細胞において通常酸素時 HIF-1の発現量は、極めて少ないが、脳や肝臓、28 
腎臓、一部の癌細胞などの特定の組織では、通常酸素時にも HIF-1が発現することが報告されて29 
いる 58)。マウス BCECs である bEND.3 細胞でも、通常酸素下において HIF-1が発現している 81)。30 
実際、t-BBEC117 細胞においても通常酸素時 HIF-1の発現が確認され、低酸素培養 72 時間後に31 
はその発現が減少することが明らかとなった（図 26）。HSP70 は、脳虚血モデルマウス（MCAO）にお32 
いて、脳虚血による BBB の崩壊に HSP70 の発現上昇が関与するという報告がある、すなわち脳虚33 








９．通常酸素下の BCECs において HIF-1が定常発現する機構・意義 1 
通常酸素時、多くの細胞における HIF-1は、PHD や VHL などを介した分解機構によりタンパク2 
質発現が低く保たれているが、本実験において BCECs では通常酸素下でも HIF-1が発現すること3 
が明らかとなった（図 26）。通常酸素下で BCECs における HIF-1が発現する生理的意義と HIF-14 
安定化機構を考察したい。 5 





ることを明らかにしている。この結果は血管内皮細胞における HIF-1が、GLUT1 の発現を正に制御11 
し、グルコース輸送に深く関わることを示唆している。脳内へ多くのグルコースを取り込むために、12 
GLUT1 を高発現させている BCECs では、その発現を高く保つために他の内皮細胞よりも HIF-1の13 
タンパク発現が多いのではないかと考えている。 14 
また、当研究室において、ヒト肺動脈内皮細胞（HPAECs）に対し、本実験と同様の低酸素条件下15 
（酸素濃度 2~3 %、72 hr）で Ba2+感受性電流を測定したが、電流の増加は得られなかった（data not 16 
shown）。これは、HIF-1-dynamin2-Kir2.1 経路がヒト肺動脈内皮細胞では働いていないことを示唆17 
している。通常酸素時の HPAECs の Ba2+感受性電流は、本実験の BCECs における Ba2+感受性電18 
流と同程度であった。Kir チャネルの発現は HPAECs と BCECs で大きな差はないと考えられる。以19 
上の結果を踏まえると、dynamin2 の寄与が両細胞間で異なるという点に加え、正常時の HIF-1の20 
発現や機能が両細胞間で異なる可能性も考えられる。 21 
 22 
② BCECs における HIF-1安定化機構 23 
 BCECs における HIF-1を安定化させる因子として一酸化窒素（NO）に着目している。肺動脈内皮24 
細胞、HUVEC などの血管内皮細胞における NO ドナーの供給が、HIF-1を安定化させることが報25 
告されている 84, 85)。VHL との結合領域である HIF-1 ODD ドメイン内の Cys 残基を S-ニトロシル化26 
することで、HIF-1分解経路を抑制することがその一因として挙げられている 86)。脳微小血管内皮27 
細胞における NO 産生量が、他の血管内皮細胞と比較して有意に増加しており、かつ HIF-1の発28 
現量と正の相関関係にあるという先行研究を見つけることは出来なかった。しかし、太さが異なる29 
様々な血管における NO 合成酵素の 1 つ eNOS の分布を解析した先行研究によると、大動脈と比較30 
し、細動脈において、eNOS のタンパク発現量や一酸化窒素代謝物（NOx）の含有量が多いことを報31 
告している 87)。また、内皮細胞における NO 産生は、シェアストレスによっても引き起こされることが知32 
られている 19)。これらの報告は、シビアなシェアストレスに晒される BCECs において、eNOS の発現33 













2 - 1.  t-BBEC117 細胞における酸化ストレス負荷 4 
本研究では、血管性認知症に繋がるような中・長期的な酸化ストレス負荷によるイオンチャネル機5 
能変化を検討するため、30 M H2O2 を添加し、24 時間あるいは 48 時間で培養した。 6 
 最初に t-BBEC117 細胞の細胞増殖に対する H2O2 （10 M, 30 M, 100 M）の効果を検討した。7 
その結果、時間依存的・濃度依存的に H2O2 は、t-BBEC117 細胞の細胞死を引き起こすことが明ら8 
かとなった（24 hr control: 1.75±0.03, 10 M H2O2: 1.26±0.05, 30 M H2O2: 0.52±0.04, 100 M H2O2: 9 
0.48±0.08, 48 hr control: 2.42±0.12, 10 M H2O2: 1.57±0.02, 30 M H2O2: 0.49±0.03, 100 M H2O2: 10 
0.52±0.05, n=6 for each, **p<0.01 vs. control, 図 30A）。以降の実験は、t-BBEC117 細胞が顕著な11 
細胞死を引き起こした 30 M H2O2 で 24 時間培養したものを酸化ストレス培養群としている。 12 
次に、t-BBEC117 細胞に対し正常に酸化ストレス誘導が行われているかを細胞内の ROS（活性13 
酸素種）検出試薬 Cell ROX Reagent を用い検討した。その結果、細胞内の ROS を示す蛍光強度14 
が、30 M H2O2 の添加で有意に上昇する一方で、ROS のスカベンジャーである 10 mM N-acetyl-L-15 
cysteine （NAC）との併用により有意に抑制された（relative fluorescence control 1.00±0.017, n=950, 16 
H2O2 1.62±0.032, n=863, H2O2 +NAC 1.26±0.025, n=767, **p<0.01 vs. control, ##p<0.01 vs. 30 M 17 






図 30.  t-BBEC117 細胞における H2O2 誘導性細胞死と細胞内
ROS の蓄積 
(A) 10 M, 30 M, 100 M H2O2 の暴露に対する t-BBEC117 細
胞数変化を cell counting assay により検討した。0 時間における細
胞数を 1.0 として規格化した（**p<0.01 vs. control）。 
(B) control, 30 M H2O2, 30 M H2O2+ 10 mM NAC の計 3 群にお
ける t-BBEC117 細胞内の ROS を共焦点レーザー顕微鏡により検
出した。(C) control 群における蛍光強度を 1.0 として規格化した際
の 30 M H2O2, 30 M H2O2+ 10 mM NAC の蛍光強度比を比較




2 - 2. 酸化ストレス培養による t-BBEC117 の細胞膜電位及び Kir2.1 電流変化 1 
 当研究室ではこれまでに小胞体ストレス及び低酸素ストレスにおいて t-BBEC117 細胞の Kir2.1 チ2 
ャネルが活性化し、細胞膜電位を深くすることで、細胞増殖・死に関与することを報告してきた 24, 25)。3 
そこで、酸化ストレス培養における細胞膜電位変化及び Kir2.1 チャネル電流変化を解析した。その4 
結果、酸化ストレス培養による細胞膜電位に有意な差は見られなかった（control -21.6±0.50 mV, 5 
n=108, H2O2 -21.2±0.52 mV, n=86, p>0.05, 図 31A）。そして、Kir チャネル阻害薬である 100 M Ba2+6 
感受性電流密度に変化は見られなかった（control -1.5±0.5 pA/pF, n=5, H2O2 -2.2±1 pA/pF, n=7, 7 








図 31.  酸化ストレス培養下 t-BBEC117 細胞における細胞膜電位及び Kir2.1 電流変化の解析 
(A) DiBAC4(3)を用いて静止膜電位の検討を行った。Control、H2O2 群における t-BBEC117 細胞膜電
位の典型的な時系列変化を示した。蛍光強度比（Ratio(F/F140K)）は、図 11 と同様の方法で細胞膜電位
へと変換した。(B) 両群における t-BBEC117 細胞の静止膜電位の統計処理を行った（p>0.05）。(C) 両





2 - 3. 酸化ストレス培養下の t-BBEC117 細胞におけるストア作動性 Ca2+流入の変化 1 
t-BBEC117 細胞における主要な細胞内への Ca2+流入経路である SOCE と、酸化ストレスとの関連2 
を解析した。SOCE の誘発は、「A-2. 低酸素培養下の t-BBEC117 細胞におけるストア作動性 Ca2+3 
流入の変化」で行った方法と同様に行い、SOCE における peak 相と plateau 相を検討した（図 32A）。4 
その結果、control 群と比較し、H2O2 群では、peak 相、plateau 相が共に減少していることが明らかと5 
なった（peak: control 409±23 nM, n=111, H2O2 230±11 nM, n=120, **p<0.01 vs. control; plateau: 6 
control 113±4.7 nM, H2O2 85.7±3.7 nM, **p<0.01 vs. control, 図 31B, C）。一方で、ROS スカベンジ7 
ャーである 10 mM NAC の併用は、SOCE の減少を有意に抑制することが明らかとなった（peak: H2O2 8 
+NAC, 470±18 nM, n=120, ##p<0.01 vs. H2O2; plateau: H2O2 + NAC 109±5.4 nM, n=120, ##p<0.01 vs. 9 
H2O2, 図 32B, C）。次に、酸化ストレスにより減少した SOCE に対する Orai 活性化の寄与を検討し10 
た。2-APB という薬物は、低濃度（<10 M）において Orai チャネルを活性化させることが知られてい11 
る 28, 91)。そこで酸化ストレス培養下で減少した SOCE の plateau 相に対し、5 M 2-APB を処置する12 
と、SOCE が増加することが明らかとなった（H2O2: 101±7.8 nM, H2O2+5 M 2-APB: 187±15 nM, n=58, 13 
**p<0.01 vs. plateau phase, 図 32D, E）。以上より、酸化ストレスによる ROS の蓄積が Orai チャネル14 





























図 32.  酸化ストレス培養下 t-BBEC117 細胞におけるストア作動性 Ca2+流入（SOCE）の変化 
(A) t-BBEC117 細胞での SOCE による[Ca2+]i 上昇を三群（control, 30 M H2O2, 30 M H2O2+ 10 mM 
NAC）で測定した。小胞体 Ca2+ストアは、小胞体 Ca2+-ATPase 阻害薬である 1 µM TG によって枯渇させ
た。その後、0 mM Ca2+ を含む HEPES 緩衝溶液から 2.2 mM Ca2+を含む HEPES 緩衝溶液へと溶液を
変換することで、SOCE を誘発させた。(B and C) 各群における SOCE の Peak 相（B）及び Plateau 相（C）
に対し、統計解析を行った（**p<0.01 vs. control, ##p<0.01 vs. H2O2）。(D) H2O2 群において誘発させた
SOCE の plateau 相に対し、5 M 2-APB を添加した際の SOCE 変化における典型的な時系列変化を示し




2 - 4. 酸化ストレス培養下のストア作動性 Ca2+流入の減少に対する Orai1 の寄与 1 
 当研究室ではこれまでに t-BBEC117 細胞における SOCE を担う分子実体は、Orai1-STIM1 の複2 
合体であることを報告してきた。そこで、酸化ストレスによる SOCE の減少は、Orai1 の発現あるいは3 
活性低下によるものではないかと考え、Orai1 の siRNAs を用いた実験を行った。 4 
最初に si-Orai1 による t-BBEC117 細胞の Orai1 mRNA 及びタンパク質の検討を行った。コントロ5 
ールである sc-Orai1 処置群と比較し、si-Orai1 処置により Orai1 の mRNA 発現は減少していた（sc-6 
Orai1:Orai1 0.019±0.0007, si-Orai1:Orai1 0.0015±0.0005, **p<0.01 vs. sc-Orai1, n=5 for each, Orai2 7 
and Orai3 data not shown, 図 33A）。また、Orai1 のタンパク質発現も減少していた（ratio to sc-Orai1 8 
0.60±0.08, n=5 for each, **p<0.01 vs. sc-Orai1, 図 33B）。 9 
 次に si-Orai1 処置前後による control 群及び H2O2 群の SOCE を比較した（図 33C）。si-Orai1 によ10 
って減少した SOCE を Orai1-mediated Ca2+ entry として算出すると、酸化ストレス下での Orai1-11 
mediated Ca2+ entry が control 群と比較し、約半分に減少することが明らかとなった（control sc-Orai1 12 
528±28 nM, n=60, si-Orai1 201±27 nM, n=67, ** p<0.01 vs. sc-Orai1, H2O2 sc-Orai1 246±22 nM, n=46, 13 
si-Orai1 89±9 nM, n=34, **p<0.01 vs. sc-Orai1, 図 33D）。すなわち、酸化ストレス下の SOCE の減少14 
は主に Orai1 チャネルを介していることが明らかとなった。 15 
 16 
 17 
図 33.  酸化ストレス培養下のストア作動性 Ca2+流入の減少に対する Orai1 の寄与 
(A) si-Orai1 を導入させた t-BBEC117 細胞において、リアルタイム PCR 法を用い、Orai（Orai1、Orai2、
Orai3）の mRNA 発現を検討した（**p<0.01）。(B) si-Orai1 を導入させた t-BBEC117 細胞において、
Western blot 法を用い、全細胞分画（40 μg/lane）のタンパク質を SDS-PAGE により分離し Orai1 のタンパク
質発現を検討した（**p<0.01）。(C) control、H2O2 群における SOCE の Peak 相に対する si-Orai1 の寄与を
解析した。(D) 4 群において誘発させた SOCE の peak 相に対し、統計解析を行った（**p<0.01 vs. sc-





2 - 5. 酸化ストレス培養下のストア作動性 Ca2+流入を担う Ca2+透過性チャネルの発現変化 1 
これまでの結果により、酸化ストレス時に Orai1 チャネルを介して SOCE が減少することが明らかと2 
なった。そこで、SOCE に関わる Orai 及び STIM 遺伝子の酸化ストレスによる発現変化を検討した。3 
酸化ストレスによる Orai（Orai1、Orai2、Orai3）及び STIM（STIM1、STIM2）の mRNA 発現変化を検4 
討したところ、どの遺伝子も酸化ストレスにより増加していることが明らかとなった（control; Orai1 5 
0.019±0.001, Orai2 0.021±0.001, Orai3 0.0020±0.00007, STIM1 0.0079±0.0003, STIM2 0.036±0.002, 6 
H2O2; Orai1 0.025±0.002, Orai2 0.028±0.002, Orai3 0.0030±0.0001, STIM1 0.010±0.0006, STIM2 7 
0.045±0.003, n=5~6 for each, **p<0.01 vs. control, 図 34A）。これらの遺伝子のうち、t-BBEC117 細8 
胞の SOCE を担う Orai1 及び STIM1 遺伝子のタンパク質発現変化を検討したところ、どちらも有意9 
な差は見られなかった（Orai1 ratio to control 0.92±0.07, n=5 for each, STIM1 ratio to control 1.1±0.3, 10 
n=6 for each, p>0.05, 図 34B）。また、細胞膜分画における Orai1 のタンパク質発現変化を検討した11 
ところ、有意な差は見られなかった（Orai1 ratio to control 1.2±0.2, n=8 for each, p>0.05, 図 34C）。以12 
上の結果より、酸化ストレスは、t-BBEC117 細胞の SOCE を担う Orai1、STIM1 のタンパク質発現は13 
変化せず、Orai1 の活性を直接抑制することで、SOCE の減少に関与する可能性が示唆された。 14 
 15 
 16 
図 34.  酸化ストレス培養下のストア作動性 Ca2+流入を担う Ca2+透過性チャネルの発現変化 
(A) リアルタイム PCR 法を用い、Orai 及び STIM の mRNA 発現を検討した。mRNA 発現は GAPDH の
発現量で規格化した（**p<0.01）。(B) Western blot 法を用い、細胞全体における Orai1 及び STIM1 のタン
パク質発現を検討した。全細胞分画（40 μg/lane）のタンパク質を SDS-PAGE により分離した。酸化ストレス
培養時の Orai1、STIM1 の発現量を-actin 発現量で規格化し、control 群の規格化した値に対する発現
比を算出した（p>0.05）。(C) Western blot 法を用い、細胞膜分画における Orai1 のタンパク質の発現を検





2 - 6. 酸化ストレスによる t-BBEC117 細胞死に対する Orai 活性化の効果 1 
次に、酸化ストレスによる SOCE の減少と細胞死との関連を細胞数測定により検討した。その結果、2 
ROS スカベンジャーである 10 mM NAC、Orai 活性化薬である 5 M 2-APB をそれぞれ処置すると、3 
H2O2 誘導性細胞死が有意に抑制されていることが明らかとなった（24 hr H2O2: 0.57±0.06, H2O2+2-4 
APB: 0.86±0.08, H2O2+NAC: 1.3±0.04, 48 hr H2O2: 0.66±0.06, H2O2+2-APB: 0.96±0.1, H2O2+NAC: 5 
1.7±0.05, n=9 for each, *p<0.05, **p<0.01 vs. H2O2, 図 35A）。 6 
続いて、H2O2 誘導性細胞死に対する Orai1/STIM1 の寄与を検討するため、レンチウイルスを用7 
い、Orai1/STIM1 を共発現させた t-BBEC117 細胞の樹立を目指した。Orai1、STIM1 遺伝子は、単8 
独で強制発現させても SOCE の急激な上昇が得られないことが既に報告されている。しかし、両遺伝9 
子が共発現した t-BBEC117 細胞を樹立することが出来なかった。そこで、我々は、STIM1 の一領域10 
であり、Orai1 と複合体を形成し、活性化させる領域である STIM-Orai activating region（SOAR）に着11 
目した 92)。SOAR を単独で強制発現させると、細胞質に滞留し、小胞体膜に存在する STIM1 非依12 
存的に Orai1 チャネルと相互作用し、活性化させることができる。一方で、SOCE 時には、Orai1 は13 
STIM1 と複合体を形成するので、SOAR の過剰発現は SOCE 機構には関連せず、静止時の[Ca2+]i14 
を上昇させると推測した。そこで、レンチウイルスを用い SOAR-GFP 遺伝子を過剰発現させた t-15 
BBEC117 細胞における静止時の[Ca2+]i を測定したところ、静止時の[Ca2+]i が有意に上昇することが16 
明らかとなった（mock 68±5 nM, n=28, SOAR 94±9 nM, n=36, *p<0.05 vs. mock, 図 35B, C）。最後17 
に、H2O2 誘導性細胞死に対する SOAR 過剰発現の関与を検討したところ、SOAR 過剰発現は H2O218 
誘導性細胞死を有意に抑制した（24 hr mock: 0.55±0.06, SOAR: 0.75±0.05, 48 hr mock: 0.59±0.03, 19 
SOAR: 0.89±0.07, n=9 for each, *p<0.05, **p<0.01 vs. H2O2, 図 35D）。すなわち、SOAR による Orai20 
の活性化が、酸化ストレス誘発性細胞死を抑制したことを示している。以上の結果より、酸化ストレス21 






















酸化ストレスによるタンパク質発現変化を検討したところ、有意な差は見られなかった（occludin ratio 3 
to control 1.1±0.2, n=4 for each, ZO-1, ratio to control 0.92±0.3, n=4 for each, p>0.05, 図 36A,B）。本4 
研究における酸化ストレス条件下では、タイトジャンクションタンパク質の発現を変化させない可能性5 
が示唆された。 6 
図 35.  酸化ストレスによる t-BBEC117 細胞死に対する Orai 活性化の効果 
(A) 酸化ストレス培養下 t-BBEC117 細胞に対する NAC 及び Orai 活性化薬 2-APB の効果を細胞数
測定により検討した。0 時間における細胞数を 1.0 として規格化した（*p<0.05, **p<0.01 vs. H2O2）。(B) 
空ベクター（mock）及び SOAR-GFP プラスミドをリポフェクション法により t-BBEC117 細胞に遺伝子導入
した際の静止時の[Ca2+]i解析を行った。図は、t-BBEC117 細胞に遺伝子導入した際の全例数の静止時
の[Ca2+]i トレースを示した。 (C) 静止時の[Ca2+]i を解析し、統計解析を行った（*p<0.05）。(D) 酸化ス
トレス培養下 t-BBEC117 細胞に対する SOAR 過剰発現の効果を細胞数測定により検討した。0 時間に
おける細胞数を 1.0 として規格化した（*p<0.05, **p<0.01 vs. H2O2）。 
図 36.  酸化ストレス培養下のタイトジャンクションタンパク質の発現変化  
(A, B) Western blot 法を用い、細胞全体における occludin 及び ZO-1 のタンパク質発現を検討した。全
細胞分画（40 μg/lane）のタンパク質を SDS-PAGE により分離した。酸化ストレス培養時の Occludin、ZO-1





  本研究において以下のことを明らかにした。 2 
1. 酸化ストレス培養は、濃度依存的な t-BBEC117 細胞の細胞死を引き起こした。 3 
 4 
2. 酸化ストレス培養下の t-BBEC117 細胞において、Orai1 を介した SOCE が減少している。 5 
 6 
3. 酸化ストレス培養下の t-BBEC117 細胞において、SOCE の分子実体である Orai1 及び STIM17 
のタンパク質発現は変化しなかった。 8 
 9 




に損傷もしくは虚血状態になると、BCECs 内において、ROS が蓄積し、酸化ストレスが誘導される。14 
酸化ストレスによる BBB の破綻は、脳内への有害物質の侵入を許し、神経炎症や神経細胞死、より15 
長期的になると脳灌流圧の低下、血管性認知症などを引き起こす。しかし、酸化ストレス下の BCECs16 
のアポトーシスに関与するイオンチャネルや[Ca2+]i 動態は未だ詳細には解明されていない。そのよう17 
な中、本研究では、脳微小血管内皮細胞株に機能発現する Ca2+流入チャネル、特に Orai1 チャネ18 
ルに着目し、Orai1 を介した SOCE が酸化ストレス培養により減少し、SOCE を担う Orai1 や STIM119 
の発現を変化させることなく、酸化ストレスによる細胞死に寄与することを明らかにした。以上の結果20 




１．酸化ストレスと SOCE、細胞死との関係性に関して 25 
ROS の蓄積によって引き起こされる酸化ストレスが SOCE に与える影響は、酸化ストレスの程度、26 
持続時間、細胞種によって様々である 93, 94)。血管内皮細胞において、H2O2 をはじめとした ROS の27 
急性的な刺激は、SOCE を減少させることで Ca2+を必要とする eNOS を始めとした血管拡張物質の28 
産生に必要な酵素の活性を低下させることが報告されている 95)。一方で、ラット好塩基球様細胞株29 
RBL-2H3 や、Jurkat T 細胞における H2O2 暴露での酸化ストレスは、SOCE を増加させる 96)。本研究30 
において中・長期的な H2O2 暴露は、SOCE を減少させることが明らかとなった。SOCE は、主に非興31 
奮性細胞において、細胞増殖だけでなく細胞死にも関与することが報告されている。細胞の生存、32 
増殖にとって必要な Ca2+供給経路である SOCE の減少は、大腸がんや前立腺癌など一部のがん細33 
胞において、CaMK/AKT, mTOR を介した経路によって、オートファジーやアポトーシスといった細胞34 
死を引き起こすことが報告されている 97-99)。研究成果Ⅲ‐1 の「要約と考察」でも述べたように、SOCE35 
活性は、G0/G1 期に活性が上昇し、G2/M 期に減少する。G1 期から S 期への移行には SOC チャネ36 






V. 謝辞 1 
本研究に際し、終始御懇篤な御指導を賜った名古屋市立大学 大学院薬学研究科、 2 
今泉 祐治 名誉教授、山村 寿男 教授に深甚な謝意を表します。 3 
 4 
本研究を遂行するにあたり、ウシ脳微小血管内皮細胞（t-BBEC117）を提供してくださり、5 
また終始有益な御指導、御助言を賜りました名古屋市立大学 大学院医学研究科、 6 
浅井 清文 教授に深謝致します。 7 
 8 
本論文の作成にあたり、有益な御助言および御校閲を賜りました名古屋市立大学 大学9 
院薬学研究科 星野 真一 教授、中川 秀彦 教授、井上 靖道 准教授に深謝致します。 10 
 11 
本研究を遂行するにあたり、終始有益な御指導、御助言を賜りましたカルガリー大学 医12 
学部 Wayne Giles 教授に深謝致します。 13 
 14 
本研究を遂行するにあたり、HIF-1に関する実験技術の御指導、御助言を賜りました名15 
古屋市立大学 大学院薬学研究科、林 秀敏 教授、井上 靖道 准教授に深謝致します。 16 
 17 
本研究を遂行するにあたり、終始有益な御指導、御助言を賜りました名古屋市立大学 18 
大学院薬学研究科 鈴木 良明 講師に深謝致します。 19 
 20 

















VI. 引用文献 1 
1) Abbott NJ, Ronnback L, Hansson E: Astrocyte-endothelial interactions at the blood-brain barrier. Nat Rev 2 
Neurosci, 7, 41-53 (2006). 3 
2) Hawkins BT, Davis TP: The blood-brain barrier/neurovascular unit in health and disease. Pharmacol Rev, 4 
57, 173-185 (2005). 5 
3) Igarashi Y, Utsumi H, Chiba H, Yamada-Sasamori Y, Tobioka H, Kamimura Y, Furuuchi K, Kokai Y, 6 
Nakagawa T, Mori M, Sawada N: Glial cell line-derived neurotrophic factor induces barrier function of 7 
endothelial cells forming the blood-brain barrier. Biochem Biophys Res Commun, 261, 108-112 (1999). 8 
4) Lee SW, Kim WJ, Choi YK, Song HS, Son MJ, Gelman IH, Kim YJ, Kim KW: SSeCKS regulates 9 
angiogenesis and tight junction formation in blood-brain barrier. Nat Med, 9, 900-906 (2003). 10 
5) Iadecola C, Nedergaard M: Glial regulation of the cerebral microvasculature. Nat Neurosci, 10, 1369-11 
1376 (2007). 12 
6) Lin B: Encephalopathy: a vicious cascade following forebrain ischemia and hypoxia. Cent Nerv Syst 13 
Agents Med Chem, 13, 57-70 (2013). 14 
7) Erickson MA, Banks WA: Blood-brain barrier dysfunction as a cause and consequence of Alzheimer's 15 
disease. J Cereb Blood Flow Metab, 33, 1500-1513 (2013). 16 
8) Bartels AL: Blood-brain barrier P-glycoprotein function in neurodegenerative disease. Curr Pharm Des, 17 
17, 2771-2777 (2011). 18 
9) Li L, Welser JV, Dore-Duffy P, del Zoppo GJ, Lamanna JC, Milner R: In the hypoxic central nervous 19 
system, endothelial cell proliferation is followed by astrocyte activation, proliferation, and increased 20 
expression of the alpha 6 beta 4 integrin and dystroglycan. Glia, 58, 1157-1167 (2010). 21 
10) Engelhardt S, Patkar S, Ogunshola OO: Cell-specific blood-brain barrier regulation in health and disease: 22 
a focus on hypoxia. Br J Pharmacol, 171, 1210-1230 (2014). 23 
11) Argaw AT, Gurfein BT, Zhang Y, Zameer A, John GR: VEGF-mediated disruption of endothelial CLN-5 24 
promotes blood-brain barrier breakdown. Proc Natl Acad Sci U S A, 106, 1977-1982 (2009). 25 
12) Wang F, Cao Y, Ma L, Pei H, Rausch WD, Li H: Dysfunction of Cerebrovascular Endothelial Cells: 26 
Prelude to Vascular Dementia. Front Aging Neurosci, 10, 376 (2018). 27 
13) Anasooya Shaji C, Robinson BD, Yeager A, Beeram MR, Davis ML, Isbell CL, Huang JH, Tharakan B: 28 
The tri-phasic role of hydrogen peroxide in blood-brain barrier endothelial cells. Sci Rep, 9, 133 (2019). 29 
14) Berridge MJ, Lipp P, Bootman MD: The versatility and universality of calcium signalling. Nat Rev Mol 30 
Cell Biol, 1, 11-21 (2000). 31 
15) Zhu T, Yao Q, Wang W, Yao H, Chao J: iNOS Induces Vascular Endothelial Cell Migration and Apoptosis 32 
Via Autophagy in Ischemia/Reperfusion Injury. Cell Physiol Biochem, 38, 1575-1588 (2016). 33 
16) Choi J, Chiang A, Taulier N, Gros R, Pirani A, Husain M: A calmodulin-binding site on cyclin E mediates 34 
Ca2+-sensitive G1/S transitions in vascular smooth muscle cells. Circ Res, 98, 1273-1281 (2006). 35 
17) Hibino H, Inanobe A, Furutani K, Murakami S, Findlay I, Kurachi Y: Inwardly rectifying potassium 36 




18) Bichet D, Haass FA, Jan LY: Merging functional studies with structures of inward-rectifier K(+) channels. 1 
Nat Rev Neurosci, 4, 957-967 (2003). 2 
19) Nilius B, Droogmans G: Ion channels and their functional role in vascular endothelium. Physiol Rev, 81, 3 
1415-1459 (2001). 4 
20) Liu H, Huang J, Peng J, Wu X, Zhang Y, Zhu W, Guo L: Upregulation of the inwardly rectifying potassium 5 
channel Kir2.1 (KCNJ2) modulates multidrug resistance of small-cell lung cancer under the regulation 6 
of miR-7 and the Ras/MAPK pathway. Mol Cancer, 14, 59 (2015). 7 
21) Longden TA, Dabertrand F, Koide M, Gonzales AL, Tykocki NR, Brayden JE, Hill-Eubanks D, Nelson 8 
MT: Capillary K+-sensing initiates retrograde hyperpolarization to increase local cerebral blood flow. Nat 9 
Neurosci, 20, 717-726 (2017). 10 
22) Sancho M, Gao Y, Hald BO, Yin H, Boulton M, Steven DA, MacDougall KW, Parrent AG, Pickering JG, 11 
Welsh DG: An assessment of KIR channel function in human cerebral arteries. Am J Physiol Heart Circ 12 
Physiol, 316, H794-H800 (2019). 13 
23) Millar ID, Wang S, Brown PD, Barrand MA, Hladky SB: Kv1 and Kir2 potassium channels are expressed 14 
in rat brain endothelial cells. Pflugers Arch, 456, 379-391 (2008). 15 
24) Yamazaki D, Aoyama M, Ohya S, Muraki K, Asai K, Imaizumi Y: Novel functions of small conductance 16 
Ca2+-activated K+ channel in enhanced cell proliferation by ATP in brain endothelial cells. J Biol Chem, 17 
281, 38430-38439 (2006). 18 
25) Kito H, Yamazaki D, Ohya S, Yamamura H, Asai K, Imaizumi Y: Up-regulation of Kir2.1 by ER stress 19 
facilitates cell death of brain capillary endothelial cells. Biochem Biophys Res Commun, 411, 293-298 20 
(2011). 21 
26) Parekh AB, Putney JW, Jr.: Store-operated calcium channels. Physiol Rev, 85, 757-810 (2005). 22 
27) Vig M, Beck A, Billingsley JM, Lis A, Parvez S, Peinelt C, Koomoa DL, Soboloff J, Gill DL, Fleig A, 23 
Kinet JP, Penner R: CRACM1 multimers form the ion-selective pore of the CRAC channel. Curr Biol, 24 
16, 2073-2079 (2006). 25 
28) DeHaven WI, Smyth JT, Boyles RR, Bird GS, Putney JW, Jr.: Complex actions of 2-aminoethyldiphenyl 26 
borate on store-operated calcium entry. J Biol Chem, 283, 19265-19273 (2008). 27 
29) Lis A, Peinelt C, Beck A, Parvez S, Monteilh-Zoller M, Fleig A, Penner R: CRACM1, CRACM2, and 28 
CRACM3 are store-operated Ca2+ channels with distinct functional properties. Curr Biol, 17, 794-800 29 
(2007). 30 
30) Rothberg BS, Wang Y, Gill DL: Orai channel pore properties and gating by STIM: implications from the 31 
Orai crystal structure. Sci Signal, 6, pe9 (2013). 32 
31) Penna A, Demuro A, Yeromin AV, Zhang SL, Safrina O, Parker I, Cahalan MD: The CRAC channel 33 
consists of a tetramer formed by Stim-induced dimerization of Orai dimers. Nature, 456, 116-120 (2008). 34 
32) Thompson JL, Mignen O, Shuttleworth TJ: The Orai1 severe combined immune deficiency mutation and 35 
calcium release-activated Ca2+ channel function in the heterozygous condition. J Biol Chem, 284, 6620-36 
6626 (2009). 37 




Annu Rev Immunol, 28, 491-533 (2010). 1 
34) Brandman O, Liou J, Park WS, Meyer T: STIM2 is a feedback regulator that stabilizes basal cytosolic 2 
and endoplasmic reticulum Ca2+ levels. Cell, 131, 1327-1339 (2007). 3 
35) Kito H, Yamamura H, Suzuki Y, Ohya S, Asai K, Imaizumi Y: Regulation of store-operated Ca2+ entry 4 
activity by cell cycle dependent up-regulation of Orai2 in brain capillary endothelial cells. Biochem 5 
Biophys Res Commun, 459, 457-462 (2015). 6 
36) Nomura M, Yamagishi S, Harada S, Hayashi Y, Yamashima T, Yamashita J, Yamamoto H: Possible 7 
participation of autocrine and paracrine vascular endothelial growth factors in hypoxia-induced 8 
proliferation of endothelial cells and pericytes. J Biol Chem, 270, 28316-28324 (1995). 9 
37) Brown RC, Mark KS, Egleton RD, Davis TP: Protection against hypoxia-induced blood-brain barrier 10 
disruption: changes in intracellular calcium. Am J Physiol Cell Physiol, 286, C1045-1052 (2004). 11 
38) Sobue K, Yamamoto N, Yoneda K, Hodgson ME, Yamashiro K, Tsuruoka N, Tsuda T, Katsuya H, Miura 12 
Y, Asai K, Kato T: Induction of blood-brain barrier properties in immortalized bovine brain endothelial 13 
cells by astrocytic factors. Neurosci Res, 35, 155-164 (1999). 14 
39) Weksler BB, Subileau EA, Perriere N, Charneau P, Holloway K, Leveque M, Tricoire-Leignel H, Nicotra 15 
A, Bourdoulous S, Turowski P, Male DK, Roux F, Greenwood J, Romero IA, Couraud PO: Blood-brain 16 
barrier-specific properties of a human adult brain endothelial cell line. FASEB J, 19, 1872-1874 (2005). 17 
40) Yang S, Mei S, Jin H, Zhu B, Tian Y, Huo J, Cui X, Guo A, Zhao Z: Identification of two immortalized 18 
cell lines, ECV304 and bEnd3, for in vitro permeability studies of blood-brain barrier. PLoS One, 12, 19 
e0187017 (2017). 20 
41) Yamada A, Gaja N, Ohya S, Muraki K, Narita H, Ohwada T, Imaizumi Y: Usefulness and limitation of 21 
DiBAC4(3), a voltage-sensitive fluorescent dye, for the measurement of membrane potentials regulated 22 
by recombinant large conductance Ca2+-activated K+ channels in HEK293 cells. Jpn J Pharmacol, 86, 23 
342-350 (2001). 24 
42) Kodama Y, Hu CD: Bimolecular fluorescence complementation (BiFC): a 5-year update and future 25 
perspectives. Biotechniques, 53, 285-298 (2012). 26 
43) Shyu YJ, Hiatt SM, Duren HM, Ellis RE, Kerppola TK, Hu CD: Visualization of protein interactions in 27 
living Caenorhabditis elegans using bimolecular fluorescence complementation analysis. Nat Protoc, 3, 28 
588-596 (2008). 29 
44) Vovenko E: Distribution of oxygen tension on the surface of arterioles, capillaries and venules of brain 30 
cortex and in tissue in normoxia: an experimental study on rats. Pflugers Arch, 437, 617-623 (1999). 31 
45) Sasaki K, Yoshida H: Organelle autoregulation-stress responses in the ER, Golgi, mitochondria and 32 
lysosome. J Biochem, 157, 185-195 (2015). 33 
46) Kito H, Yamamura H, Suzuki Y, Ohya S, Asai K, Imaizumi Y: Membrane hyperpolarization induced by 34 
endoplasmic reticulum stress facilitates Ca2+ influx to regulate cell cycle progression in brain capillary 35 
endothelial cells. J Pharmacol Sci, 125, 227-232 (2014). 36 
47) Gonzalez-Jamett AM, Momboisse F, Haro-Acuna V, Bevilacqua JA, Caviedes P, Cardenas AM: 37 





48) Cao H, Weller S, Orth JD, Chen J, Huang B, Chen JL, Stamnes M, McNiven MA: Actin and Arf1-2 
dependent recruitment of a cortactin-dynamin complex to the Golgi regulates post-Golgi transport. Nat 3 
Cell Biol, 7, 483-492 (2005). 4 
49) Boyer SB, Slesinger PA, Jones SV: Regulation of Kir2.1 channels by the Rho-GTPase, Rac1. J Cell 5 
Physiol, 218, 385-393 (2009). 6 
50) Shi D, Xie D, Zhang H, Zhao H, Huang J, Li C, Liu Y, Lv F, The E, Yuan T, Wang S, Chen J, Pan L, Yu 7 
Z, Liang D, Zhu W, Zhang Y, Li L, Peng L, Li J, Chen YH: Reduction in dynamin-2 is implicated in 8 
ischaemic cardiac arrhythmias. J Cell Mol Med, 18, 1992-1999 (2014). 9 
51) Chee NT, Lohse I, Brothers SP: mRNA-to-protein translation in hypoxia. Mol Cancer, 18, 49 (2019). 10 
52) Wang F, Qiu Y, Zhang HM, Hanson P, Ye X, Zhao G, Xie R, Tong L, Yang D: Heat shock protein 70 11 
promotes coxsackievirus B3 translation initiation and elongation via Akt-mTORC1 pathway depending 12 
on activation of p70S6K and Cdc2. Cell Microbiol, 19, (2017). 13 
53) Chimote AA, Kuras Z, Conforti L: Disruption of kv1.3 channel forward vesicular trafficking by hypoxia 14 
in human T lymphocytes. J Biol Chem, 287, 2055-2067 (2012). 15 
54) Macia E, Ehrlich M, Massol R, Boucrot E, Brunner C, Kirchhausen T: Dynasore, a cell-permeable 16 
inhibitor of dynamin. Dev Cell, 10, 839-850 (2006). 17 
55) Damke H, Baba T, Warnock DE, Schmid SL: Induction of mutant dynamin specifically blocks endocytic 18 
coated vesicle formation. J Cell Biol, 127, 915-934 (1994). 19 
56) Sever S, Chang J, Gu C: Dynamin rings: not just for fission. Traffic, 14, 1194-1199 (2013). 20 
57) Prabhakar NR, Semenza GL: Adaptive and maladaptive cardiorespiratory responses to continuous and 21 
intermittent hypoxia mediated by hypoxia-inducible factors 1 and 2. Physiol Rev, 92, 967-1003 (2012). 22 
58) Stroka DM, Burkhardt T, Desbaillets I, Wenger RH, Neil DA, Bauer C, Gassmann M, Candinas D: HIF-23 
1 is expressed in normoxic tissue and displays an organ-specific regulation under systemic hypoxia. 24 
FASEB J, 15, 2445-2453 (2001). 25 
59) Joshi HP, Subramanian IV, Schnettler EK, Ghosh G, Rupaimoole R, Evans C, Saluja M, Jing Y, Cristina 26 
I, Roy S, Zeng Y, Shah VH, Sood AK, Ramakrishnan S: Dynamin 2 along with microRNA-199a 27 
reciprocally regulate hypoxia-inducible factors and ovarian cancer metastasis. Proc Natl Acad Sci U S A, 28 
111, 5331-5336 (2014). 29 
60) Chen YW, Chen YF, Chen YT, Chiu WT, Shen MR: The STIM1-Orai1 pathway of store-operated Ca2+ 30 
entry controls the checkpoint in cell cycle G1/S transition. Sci Rep, 6, 22142 (2016). 31 
61) Lee I, Lee SJ, Kang TM, Kang WK, Park C: Unconventional role of the inwardly rectifying potassium 32 
channel Kir2.2 as a constitutive activator of RelA in cancer. Cancer Res, 73, 1056-1062 (2013). 33 
62) Chilton L, Ohya S, Freed D, George E, Drobic V, Shibukawa Y, Maccannell KA, Imaizumi Y, Clark RB, 34 
Dixon IM, Giles WR: K+ currents regulate the resting membrane potential, proliferation, and contractile 35 
responses in ventricular fibroblasts and myofibroblasts. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 288, H2931-36 
2939 (2005). 37 





64) Varkevisser R, Houtman MJ, Waasdorp M, Man JC, Heukers R, Takanari H, Tieland RG, van Bergen En 2 
Henegouwen PM, Vos MA, van der Heyden MA: Inhibiting the clathrin-mediated endocytosis pathway 3 
rescues KIR2.1 downregulation by pentamidine. Pflugers Arch, 465, 247-259 (2013). 4 
65) Kolb AR, Needham PG, Rothenberg C, Guerriero CJ, Welling PA, Brodsky JL: ESCRT regulates surface 5 
expression of the Kir2.1 potassium channel. Mol Biol Cell, 25, 276-289 (2014). 6 
66) Ambrosini E, Sicca F, Brignone MS, D'Adamo MC, Napolitano C, Servettini I, Moro F, Ruan Y, 7 
Guglielmi L, Pieroni S, Servillo G, Lanciotti A, Valvo G, Catacuzzeno L, Franciolini F, Molinari P, 8 
Marchese M, Grottesi A, Guerrini R, Santorelli FM, Priori S, Pessia M: Genetically induced dysfunctions 9 
of Kir2.1 channels: implications for short QT3 syndrome and autism-epilepsy phenotype. Hum Mol Genet, 10 
23, 4875-4886 (2014). 11 
67) Martinez-Marmol R, Comes N, Styrczewska K, Perez-Verdaguer M, Vicente R, Pujadas L, Soriano E, 12 
Sorkin A, Felipe A: Unconventional EGF-induced ERK1/2-mediated Kv1.3 endocytosis. Cell Mol Life 13 
Sci, 73, 1515-1528 (2016). 14 
68) Mankouri J, Taneja TK, Smith AJ, Ponnambalam S, Sivaprasadarao A: Kir6.2 mutations causing neonatal 15 
diabetes prevent endocytosis of ATP-sensitive potassium channels. EMBO J, 25, 4142-4151 (2006). 16 
69) Bernatchez PN, Acevedo L, Fernandez-Hernando C, Murata T, Chalouni C, Kim J, Erdjument-Bromage 17 
H, Shah V, Gratton JP, McNally EM, Tempst P, Sessa WC: Myoferlin regulates vascular endothelial 18 
growth factor receptor-2 stability and function. J Biol Chem, 282, 30745-30753 (2007). 19 
70) Ray SK, Banik NL: Calpain and its involvement in the pathophysiology of CNS injuries and diseases: 20 
therapeutic potential of calpain inhibitors for prevention of neurodegeneration. Curr Drug Targets CNS 21 
Neurol Disord, 2, 173-189 (2003). 22 
71) Pahima H, Reina S, Tadmor N, Dadon-Klein D, Shteinfer-Kuzmine A, Mazure NM, De Pinto V, Shoshan-23 
Barmatz V: Hypoxic-induced truncation of voltage-dependent anion channel 1 is mediated by both 24 
asparagine endopeptidase and calpain 1 activities. Oncotarget, 9, 12825-12841 (2018). 25 
72) Lamothe SM, Song W, Guo J, Li W, Yang T, Baranchuk A, Graham CH, Zhang S: Hypoxia reduces mature 26 
hERG channels through calpain up-regulation. FASEB J, 31, 5068-5077 (2017). 27 
73) Park WS, Han J, Kim N, Ko JH, Kim SJ, Earm YE: Activation of inward rectifier K+ channels by hypoxia 28 
in rabbit coronary arterial smooth muscle cells. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 289, H2461-2467 (2005). 29 
74) Alpadi K, Kulkarni A, Namjoshi S, Srinivasan S, Sippel KH, Ayscough K, Zieger M, Schmidt A, Mayer 30 
A, Evangelista M, Quiocho FA, Peters C: Dynamin-SNARE interactions control trans-SNARE formation 31 
in intracellular membrane fusion. Nat Commun, 4, 1704 (2013). 32 
75) Li X, Ortega B, Kim B, Welling PA: A Common Signal Patch Drives AP-1 Protein-dependent Golgi 33 
Export of Inwardly Rectifying Potassium Channels. J Biol Chem, 291, 14963-14972 (2016). 34 
76) Ma D, Taneja TK, Hagen BM, Kim BY, Ortega B, Lederer WJ, Welling PA: Golgi export of the Kir2.1 35 
channel is driven by a trafficking signal located within its tertiary structure. Cell, 145, 1102-1115 (2011). 36 
77) Haberg K, Lundmark R, Carlsson SR: SNX18 is an SNX9 paralog that acts as a membrane tubulator in 37 




78) Luo W, Zhong J, Chang R, Hu H, Pandey A, Semenza GL: Hsp70 and CHIP selectively mediate 1 
ubiquitination and degradation of hypoxia-inducible factor (HIF)-1alpha but Not HIF-2alpha. J Biol 2 
Chem, 285, 3651-3663 (2010). 3 
79) Jiang J, Ballinger CA, Wu Y, Dai Q, Cyr DM, Hohfeld J, Patterson C: CHIP is a U-box-dependent E3 4 
ubiquitin ligase: identification of Hsc70 as a target for ubiquitylation. J Biol Chem, 276, 42938-42944 5 
(2001). 6 
80) Janaszak-Jasiecka A, Bartoszewska S, Kochan K, Piotrowski A, Kalinowski L, Kamysz W, Ochocka RJ, 7 
Bartoszewski R, Collawn JF: miR-429 regulates the transition between Hypoxia-Inducible Factor 8 
(HIF)1A and HIF3A expression in human endothelial cells. Sci Rep, 6, 22775 (2016). 9 
81) Kim HG, Hwang YP, Jeong HG: Metallothionein-III induces HIF-1alpha-mediated VEGF expression in 10 
brain endothelial cells. Biochem Biophys Res Commun, 369, 666-671 (2008). 11 
82) Masada T, Hua Y, Xi G, Ennis SR, Keep RF: Attenuation of ischemic brain edema and cerebrovascular 12 
injury after ischemic preconditioning in the rat. J Cereb Blood Flow Metab, 21, 22-33 (2001). 13 
83) Huang Y, Lei L, Liu D, Jovin I, Russell R, Johnson RS, Di Lorenzo A, Giordano FJ: Normal glucose 14 
uptake in the brain and heart requires an endothelial cell-specific HIF-1alpha-dependent function. Proc 15 
Natl Acad Sci U S A, 109, 17478-17483 (2012). 16 
84) Palmer LA, Gaston B, Johns RA: Normoxic stabilization of hypoxia-inducible factor-1 expression and 17 
activity: redox-dependent effect of nitrogen oxides. Mol Pharmacol, 58, 1197-1203 (2000). 18 
85) Muellner MK, Schreier SM, Schmidbauer B, Moser M, Quehenberger P, Kapiotis S, Goldenberg H, 19 
Laggner H: Vitamin C inhibits NO-induced stabilization of HIF-1alpha in HUVECs. Free Radic Res, 44, 20 
783-791 (2010). 21 
86) Li F, Sonveaux P, Rabbani ZN, Liu S, Yan B, Huang Q, Vujaskovic Z, Dewhirst MW, Li CY: Regulation 22 
of HIF-1alpha stability through S-nitrosylation. Mol Cell, 26, 63-74 (2007). 23 
87) Heaps CL, Bray JF, McIntosh AL, Schroeder F: Endothelial nitric oxide synthase protein distribution and 24 
nitric oxide production in endothelial cells along the coronary vascular tree. Microvasc Res, 122, 34-40 25 
(2019). 26 
88) Longden TA, Nelson MT: Vascular inward rectifier K+ channels as external K+ sensors in the control of 27 
cerebral blood flow. Microcirculation, 22, 183-196 (2015). 28 
89) Han F, Shirasaki Y, Fukunaga K: Microsphere embolism-induced endothelial nitric oxide synthase 29 
expression mediates disruption of the blood-brain barrier in rat brain. J Neurochem, 99, 97-106 (2006). 30 
90) Sonkusare SK, Dalsgaard T, Bonev AD, Nelson MT: Inward rectifier potassium (Kir2.1) channels as end-31 
stage boosters of endothelium-dependent vasodilators. J Physiol, 594, 3271-3285 (2016). 32 
91) Prakriya M, Lewis RS: Potentiation and inhibition of Ca2+ release-activated Ca2+ channels by 2-33 
aminoethyldiphenyl borate (2-APB) occurs independently of IP(3) receptors. J Physiol, 536, 3-19 (2001). 34 
92) Yuan JP, Zeng W, Dorwart MR, Choi YJ, Worley PF, Muallem S: SOAR and the polybasic STIM1 35 
domains gate and regulate Orai channels. Nat Cell Biol, 11, 337-343 (2009). 36 
93) Elliott SJ, Eskin SG, Schilling WP: Effect of t-butyl-hydroperoxide on bradykinin-stimulated changes in 37 




94) Redondo PC, Salido GM, Pariente JA, Rosado JA: Dual effect of hydrogen peroxide on store-mediated 1 
calcium entry in human platelets. Biochem Pharmacol, 67, 1065-1076 (2004). 2 
95) Florea SM, Blatter LA: The effect of oxidative stress on Ca2+ release and capacitative Ca2+ entry in 3 
vascular endothelial cells. Cell Calcium, 43, 405-415 (2008). 4 
96) Grupe M, Myers G, Penner R, Fleig A: Activation of store-operated I(CRAC) by hydrogen peroxide. Cell 5 
Calcium, 48, 1-9 (2010). 6 
97) Jing Z, Sui X, Yao J, Xie J, Jiang L, Zhou Y, Pan H, Han W: SKF-96365 activates cytoprotective 7 
autophagy to delay apoptosis in colorectal cancer cells through inhibition of the 8 
calcium/CaMKIIgamma/AKT-mediated pathway. Cancer Lett, 372, 226-238 (2016). 9 
98) Selvaraj S, Sun Y, Sukumaran P, Singh BB: Resveratrol activates autophagic cell death in prostate cancer 10 
cells via downregulation of STIM1 and the mTOR pathway. Mol Carcinog, 55, 818-831 (2016). 11 
99) Jing Y, Yang J, Wang Y, Li H, Chen Y, Hu Q, Shi G, Tang X, Yi J: Alteration of subcellular redox 12 
equilibrium and the consequent oxidative modification of nuclear factor kB are critical for anticancer 13 
cytotoxicity by emodin, a reactive oxygen species-producing agent. Free Radic Biol Med, 40, 2183-2197 14 
(2006). 15 
100) Eylenstein A, Schmidt S, Gu S, Yang W, Schmid E, Schmidt EM, Alesutan I, Szteyn K, Regel I, Shumilina 16 
E, Lang F: Transcription factor NF-kB regulates expression of pore-forming Ca2+ channel unit, Orai1, 17 
and its activator, STIM1, to control Ca2+ entry and affect cellular functions. J Biol Chem, 287, 2719-2730 18 
(2012). 19 
101) Wang M, Xue Y, Shen L, Qin P, Sang X, Tao Z, Yi J, Wang J, Liu P, Cheng H: Inhibition of SGK1 confers 20 
vulnerability to redox dysregulation in cervical cancer. Redox Biol, 24, 101225 (2019). 21 
102) Nunes P, Demaurex N: Redox regulation of store-operated Ca2+ entry. Antioxid Redox Signal, 21, 915-22 
932 (2014). 23 
103) Bogeski I, Kummerow C, Al-Ansary D, Schwarz EC, Koehler R, Kozai D, Takahashi N, Peinelt C, 24 
Griesemer D, Bozem M, Mori Y, Hoth M, Niemeyer BA: Differential redox regulation of ORAI ion 25 
channels: a mechanism to tune cellular calcium signaling. Sci Signal, 3, ra24 (2010). 26 
104)    山崎 大樹. 脳血管内皮細胞における細胞外 ATP による受容体及びイオンチャネルの機能連関と27 
生理的意義の解明 名古屋市立大学 大学院薬学研究科 博士論文 (2007) 28 
105)    鬼頭 宏彰. 脳血管内皮細胞におけるイオンチャネルを介した細胞増殖及び細胞死制御機構の解29 
明名古屋市立大学 大学院薬学研究科 博士論文 (2014) 30 
 31 
